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Genomska in evolucijska analiza aerolizinov in aktinoporinov pri najstarejših
vretencˇarjih
Povzetek
Aerolizini in aktinoporini so zanimivi predstavniki toksinov, ki tvorijo pore v membrani.
Najbolj so zastopani pri bakterijah, najdemo pa jih tudi pri vretencˇarjih. Pri piškurjih
je prišlo do velikega povecˇanja števila genov, ki kodirajo aerolizine in aktinoporine.
Vzroki in mehanizmi za takšno povecˇanje števila genov, njihova evolucija in raznolikost
še niso znani. Z uporabo razlicˇnih bioinformacijskih orodij in filogenomske analize
sem zbrala aminokislinska zaporedja aerolizinov in aktinoporinov pri piškurjih in
sorodnih organizmih. Tako za aerolizine, kot aktinoporine velja, da je prišlo do obsežnega
povecˇanja števila genov le pri piškurjih. Glenavice, ki so najbolj sorodne piškurjem,
nimajo genov za aerolizine in aktinoporine, torej je pri njih prišlo do izgube teh genov.
Aerolizinski geni so izjemno ohranjeni pri piškurjih (>90 % nukleotidna identicˇnost), ter
so dokaj podobni aerolizinu Dln1 ribe cebrice. Do njihovega tandemskega podvojevanja
je prišlo po genskih duplikacijah s hkratno evolucijo in gensko konverzijo. Posledica
povecˇanega števila kopij genov za aerolizine pri piškurjih je povecˇano izražanje teh
toksinov, ki sodelujejo v imunski obrambi in delujejo citoliticˇno. Analizirala sem
tudi možen vpliv retroelementov penelope na tandemske duplikacije aerolizinov in
ugotovila, da niso imeli vpliva, saj ne ležijo v bližini aerolizinskih genov. Za razliko od
aerolizinov so aktinoporini pri piškurjih divergentni in so nastali po genskih duplikacijah
s funkcionalno diverzifikacijo. Zaradi njihove raznolikosti verjetno delujejo na razlicˇne
tarcˇe. S homolognim modeliranjem 3D proteinskih struktur sem ugotovila, da so
aerolizini piškurja strukturno zelo podobni aerolizinu Dln1 ribe cebrice in imajo verjetno
podoben mehanizem delovanja. Modeli 3D-struktur za aktinoporine iz piškurja in
morske vetrnice, pri kateri so najprej odkrili aktinoporine, se zelo razlikujejo, prav tako
pa imajo spremenjeno za njih znacˇilno vezavno mesto na membrane P-[WYF]-D. Analiza
genskih družin, ki kodirajo aerolizine in aktinoporine pri piškurjih, je dala nov vpogled
v nastanek, raznolikost in pomen povecˇanega števila genov, ki kodirajo te toksine pri
najstarejši skupini vretencˇarjev.
Kljucˇne besede: piškur, aerolizini, aktinoporini
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Genomic and evolutionary analysis of aerolysins and actinoporins in the most ancient
vertebrates
Abstract
Aerolysins and actinoporins are interesting representatives of toxins that form membrane
pores. They are most prevalent in bacteria but are also found in vertebrates. A large
increase in the number of genes that encode aerolysins and actinoporins has occurred
in lampreys. The causes and mechanisms for such gene expansion, their evolution and
diversity are not yet known. Using a variety of bioinformatics tools and phylogenomic
analysis, I have obtained gene and protein sequences of aerolysins and actinoporins
in lampreys and related organisms. Aerolysins and actinoporins underwent a large
increase in the number of genes only in lampreys. Hagfishes, the closest relatives
of lampreys have lost genes for aerolysins and actinoporins. Aerolysin genes are
extremely conserved in lampreys (> 90% nucleotide identity) and are quite similar to
the zebrafish aerolysin Dln1. The mechanisms of their tandem duplications was gene
duplication followed by concerted evolution and gene conversion. Increased number of
aerosolysin genes in lampreys results in increased production of encoded proteins, which
participate in the immune response and are cytolytic. I also analyzed the possible role of
penelope retroelements on tandem duplications of aerolysins and found that they had
no effect since they are not present in the vicinity of the aerolysin genes. In contrast to
aerolysins, actinoporins are very divergent in lampreys and originated by numerous gene
duplications followed by functional diversification. Due to their diversity, they are likely
to act on different targets. By homologous modeling of 3D protein structures, I found that
the lamprey aerolysins are structurally very similar to the zebrafish aerolysin Dln1 and
probably have a similar mechanism of action. 3D structural models of actinoporins from
lampreys and sea anemones, where actinoporines were first found, are very different,
and also have a modified P-[WYF]-D membrane binding site. Analysis of aerolysin and
actinoporin gene families in lampreys has provided a new insight on the origin, diversity
and the biological role of the increased number of genes encoding these toxins in the
oldest vertebrate lineage.
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1 Uvod
1.1 Toksini, ki tvorijo pore
Toksini, ki tvorijo pore (ang. "pore-forming toxins"; PFT-ji) so ena izmed vecˇjih in
pomembnejših skupin naravnih toksinov. To so citotoksicˇni proteini, sintetizirani kot
topni monomeri, ki nato oligomerizirajo na membrani tarcˇne celice in tvorijo pore, ki lahko
vodijo do osmotske lize in celicˇne smrti. Nastanek transmembranskih por je zelo ucˇinkovit
nacˇin ubijanja celic, saj je lipidna membrana prva bariera, skozi katero vstopajo invazivne
molekule. Med bakterijskimi toksini so proteini, ki tvorijo pore, najbolj razširjeni. Najdemo
jih tudi pri insektih, plazilcih in drugih živalih. Med njimi prevladuje poddružina od
holesterola odvisnih citolizinov, ki so vecˇinoma prisotni pri grampozitivnih bakterijah.
Proteine s podobno strukturo so našli tudi pri vretencˇarjih, in sicer med imunskimi
molekulami. Glavna lastnost PFT-jev, ki jim omogocˇa tudi toksicˇnost, je, da so lahko
stabilni tako v vodi, kjer so tudi topni, kot v nepolarnem okolju lipidnih membran, v
katerih lahko naredijo poro. Da se to lahko zgodi, mora priti do velikih konformacijskih
sprememb. PFT-ji se med seboj zelo razlikujejo po primarni, sekundarni, terciarni in
kvartarni strukturi, vseeno pa lahko vecˇino razdelimo v dve skupini, glede na nacˇin
tvorjenja pore. To sta skupina α-PFT in skupina ß-PFT, kjer α-PFT-ji tvorijo pore z verigo
α-vijacˇnice in ß-PFT-ji s transmembranskim ß-sodcˇkom. Na splošno se zelo razlikujejo
glede na specificˇnost vezave na proteinski ali lipidni receptor [1–4].
Nastanek pore z α-vijacˇnico ali ß-sodcˇkom je bistveno razlicˇen, tako v mehanizmu
oblikovanja pore kot v strukturi pore. Struktura ß-sodcˇka je zaradi interakcij s H-vezmi
bistveno bolj stabilna od strukture pore, narejene z α-vijacˇnico, kjer vijacˇnice interagirajo
z lipidi v celicˇni membrani. Za tvorbo pore z α-PFT-ji so potrebni le 3 do 4 monomeri
α-vijacˇnic, medtem ko je za tvorbo pore z ß-PFT-ji potrebnih 6 do 8 monomerov ali celo
vecˇ. Pri tvorbi pore z ß-PFT-ji pride do nastanka predpore, ki jo sestavijo intermediati
na površini celicˇne membrane po vezavi in oligomerizaciji ter pred insercijo ß-sodcˇka.
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Nastanek predpore niso zasledili pri aktinoporinih, izjema je nastanek intermediata pri
tvorbi pore s Cry α-PFT Bacillus thuringiensis [5].
1.1.1 Aerolizini
Aerolizin proizvajajo bakterije vrste Aeromonas. Proteini, ki imajo aerolizinsko domeno,
so prisotni pri številnih organizmih: pri bakterijah, rastlinah, glivah in celo vretencˇarjih.
Aerolizin iz bakterije Aeromonas je precej podoben α-toksinu iz Clostridium septicum in
enterolobinom, ki ga najdemo v semenih brazilskega drevesa Enterolobium contortisliquum.
Z analizo ohranjenih motivov so aerolizinsko družino dopolnili še s hidralizini, ki jih
proizvajajo ožigalkarji (Cnidaria), epsilon-toksini pri Clostridium perfringens, hemoliticˇnim
toksinom iz parazitske glive Laetiporus sulphureus in parasporinom-2 iz bakterije
Bacillus thuringiensis. Zbirki proteinskih struktur SCOP in CATH uvršcˇata aerolizin in
epsilon-toksin v isto naddružino [1].
Pri vecˇini organizmov naj bi aerolizinska domena imela vlogo toksina. Pri bakterijah se
sintetizira kot topen protein v obliki prekurzorja, ki se imenuje proaerolizin. Aktivacija
potecˇe s proteolitskim procesiranjem C-konca peptida. Protein nato difundira in se veže
na tarcˇno molekulo na membrani [1].
Aerolizinska domena je sestavljena iz 5 ß-verig. Verigama ß1 in ß2 sledi insercijska
ß-lasnica, tej pa sledita verigi ß3 in ß4 (slika 1.1). Prva ß-veriga v vecˇini primerov ne
zavzame strukture zavoja po vsej dolžini, zato se deli na dva dela, ß1a in ß1b. Glede na
poravnavo razlicˇnih aerolizinskih domen je najbolj ohranjen del aerolizina med vrstami
del insercijske lasnice. Za to strukturo je znacˇilno, da vsebuje polarne in nepolarne
aminokislinske ostanke, ki si sledijo v dolocˇenem zaporedju, tako da ustvarijo lasnico,
ki naredi poro v membrano, nato pa pride do oligomerizacije v strukturo ß-sodcˇka [1].
Pri bakterijah je vecˇina aerolizinov samostojnih, brez dodatnih domen ali pa imajo na
N-koncu strukturo C-lektinskega tipa. Aerolizinska domena je tako na N-koncu razširjena
z domeno, s katero se lahko veže na glikane glikozilfosfatidilinozitol (GPI) sidranih
proteinov. Aerolizini pri piškurjih in ribah kostnicah imajo na N-koncu jacalinu podobno
(ang. "jacalin-like") lektinsko domeno, ki se veže na ogljikove hidrate. Spadajo med
naterinu podobne (ang. "natterin-like") proteine. Z vezavo na receptor in proteoliticˇno
aktivacijo pride do krožne polimerizacije toksinov, ki tvorijo strukturo v obliki obrocˇa. Ta
struktura se imenuje predpora, iz nje pa kasneje nastane v membrani pora. Pri tem pride
do velikih konformacijskih sprememb proteinov. Pore so relativno majhne, sestavljene iz
2
Nastja Marondini, Uvod
Slika 1.1: Poenostavljena topologija zgradbe aerolizinov, glede na poravnavo domen
iz razlicˇnih organizmov. Strukturo tvori 5 ß-zavojev, ß-zavoja v insercijski zanki nista
oznacˇena, ker sta slabše ohranjena. Med verigama ß2 in ß3 leži insercijska zanka, med
verigama ß4 in ß5 pa variabilna zanka, oznacˇena z rdecˇo. Z rumeno je oznacˇena veriga
ß5, katere lega zaradi razlicˇnih dolžin variabilne zanke ni natancˇno dolocˇena. Prirejeno
po [1].
6 do 8 protomerov premera 1 do 4 nm [1, 6–8]. Aerolizinsko zaporedje pri japonskem
piškurju je dolgo 942 bp in kodira 313 aminokislinskih ostankov ter vsebuje lektinsko in
aerolizinsko domeno. Aerolizinsko mRNA so pri piškurju našli v krvi, tkivih srca, jeter,
ledvic, medule (srednja plast, ki obdaja tkiva) in gonadah, niso pa je našli v cˇrevesju in
škrgah [9].
Naterinu podoben protein pri piškurju (Lethenteron camtschaticum) ima na N-koncu
jacalinu podobno lektinsko domeno, na C-koncu pa aerolizinsko domeno, ki jo oznacˇujejo
kot ETX/MTX2 domena. Jacalinu podobna lektinska domena je vecˇinoma prisotna pri
rastlinah in je v obliki beta prizme, ki je sestavljena iz krožne permutirane trikratne
ponovitve motiva. Glede na specificˇnost vezave poznamo dva tipa jacalinu podobne
lektinske domene: lahko se veže na galaktozo ali pa na manozo. Domena Clostridium
epsilon toksin/Bacillus mosquitocidal 2 toksin (ETX MTX2) spada v skupino aerolizinu
podobnih proteinov [7, 10].
Podobnost aerolizinov in epsilon toksinov
Epsilon-toksin (ETX) izvira iz bakterije Clostridium perfringens. Najdemo ga v cˇrevesju
prežvekovalcev, kjer bakterije s pomocˇjo toksina preidejo v kri in tkiva. Akumulacija
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toksina v tkivih povzrocˇi uhajanje serumskih poteinov in rdecˇih krvnicˇk v tkiva in
nato razvoj edema. Epsilon-toksin se od aerolizina bistveno razlikuje po tem, da se
veže specificˇno na tocˇno dolocˇene celice, medtem ko aerolizini interagirajo z veliko
vrstami celic. Izmed znanih proteinov je ETX najbolj podoben dvema moskitocidnima
(ang. "mosquitocidal", MTX) toksinoma iz bakterije Bacillus sphaericus, Mtx-3 in Mtx-2, in
sicer je ujemanje v zaporedju 24 % oz. 21 %. Toksina ETX in MTX zaradi podobnosti v
strukturi in verjetno podobnega mehanizma aktiviranja in delovanja spadata v družino
toksinov epsilon. Strukturno je ETX tudi zelo podoben aerolizinu, kjub nizkemu ujemanju
v zaporedju, ki znaša le 14 % [11–13].
ETX in aerolizini imajo vecˇ skupnih znacˇilnosti. Oba se za tvorbo pore povežeta v
heptamere. Aktivirata se z odstranitvijo C-konca, na receptor pa se lahko vežeta v
neaktivni in aktivirani obliki. Razlikujeta se v vezavi na tarcˇne celice (ETX je specificˇen,
aerolizin manj) in smrtnosti. Epsilon-toksin je 100-krat mocˇnejši toksin od aerolizina. Tudi
v zgradbi obeh toksinov je nekaj podobnosti in nekaj razlik. ETX je zgrajen iz treh delov,
vmes pa so daljši nestrukturirani deli. Aerolizin je zgrajen iz štirih delov [11].
Uporabnost aerolizinov v farmaciji
Aerolizini so potencialno uporabni tudi v farmaciji. Njihov nacˇin tvorjenja pore in
struktura pore bi lahko vplivala na nacˇrtovanje zdravil. Zaradi stabilnosti por in ostalih
lastnosti proteinov, kot so specificˇnost vezave na dolocˇene molekule celicˇne membrane,
so aerolizini uporabni kot molekularno orodje za prepoznavo molekul in zaznavanje v
celicˇni biologiji. Uporabnost aerolizinov se s tem kaže kot dostavni medij za zdravila, saj
bi s specificˇnim prepoznavanjem prepoznali dolocˇen tip celic in z ustvarjeno poro vnesli
zdravilo v celico ali pa v primeru zdravljenja raka celico unicˇili [8].
Pang in sod. (2017) so iz živcˇevja piškurja izolirali protein, ki vsebuje lektinsko in
aerolizinsko domeno, ter ima sposobnost unicˇevanja tumorskih celic. Tudi za komponente
imunskega sistema pri višjih vretencˇarjih, perforine, je znano, da lahko poleg unicˇevanja
patogenov unicˇijo tudi rakave celice. Izoliran protein so testirali na razlicˇnih linijah
cˇloveških rakavih celic in ugotovili, da ima mocˇno citoliticˇno aktivnost pri tretiranju in
vitro ter in vivo. Ugotovili so, da se aerolizin specificˇno veže na membrane tumorskih
celic. Veže se na fosfatidilserin in nato hitro povecˇa permeabilnost membrane ter zelo
spremeni morfologijo celicˇnih organelov. Poleg tega spodbudi dvig koncentracije kalcija
in protivnetnih molekul znotraj celice. Testiranje na miših in vitro ter in vivo je pokazalo,
da aerolizin prednostno ubije tumorske celice, ne da bi to miši škodovalo. Ugotovili so
tudi, da izolirani aerolizin povecˇa izražanje kaspaze 1, RIPK1 in RIP3 ter s tem sproži
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piroptozo in nekroptozo [14].
Horizontalni prenos aerolizinov
Horizontalni prenos med organizmi iz razlicˇnih kraljestev naj bi bil redek dogodek, še
posebno pri višjih organizmih, kot so živali. Ugotovili so, da je prišlo do horizontalnega
prenosa aerolizinske genske družine med razlicˇnimi kraljestvi. Aerolizini so prisotni
pri bakterijah, glivah, rastlinah in živalih. Med seboj se lahko zelo razlikujejo. Vecˇina je
podobnih aerolizinu iz bakterije Aeromonas manj kot 20 %. Zaradi njihove raznovrstnosti
in verjetnosti, da je prišlo do horizontalnega genskega prenosa, jih je filogenetsko zelo
težko opredeliti [15].
Horizontalni genski prenos aerolizinov so dokazali s kartiranjem in filogenetsko analizo
aerolizinskih domen razlicˇnih vrst organizmov. Raziskave so pokazale, da so si lahko
aerolizini med vrstami, ki so sorodstveno bolj odaljene med sabo, bolj podobni kot med
bolj sorodnimi vrstami. To so pokazali na primeru dveh vrst ožigalkarjev (Hydra in
Nematostella), katerih aerolizina sta si manj kot 20 % podobna v zaporedju, medtem ko je
podobnost aerolizinov med bakterijami in drugimi kraljestvi (npr. ožigalkarja Hydra in
bakterije Bacillus) lahko tudi višja od 60 %. Filgoenetska analiza je tudi pokazala, da bi
skozi evolucijo lahko prišlo do vecˇ neodvisnih horizontalnih prenosov aerolizinov [15].
Dolocˇene genske družine se lahko skozi evolucijo s horizontalnim genskim prenosom
dobro ohranijo. To se lahko zgodi v družinah ki delujejo samostojno, in so za gostiteljski
organizem koristne, kot so to toksini, ki tvorijo pore, saj lahko služijo za obrambo ali lov
[15].
1.1.2 Aktinoporini
Aktinoporini so evkariontski toksini, ki tvorijo pore v membranah in so specificˇni za
vezavo na membrane, ki vsebujejo sfingomielin. Z vezavo na membrano ustvarijo poro,
skozi katero nato lahko vstopajo invazivne molekule, to pa je prvi korak pri ubijanju
celic. Proteini, ki se vežejo na sfingomielin, so glavni virulencˇni faktorji pri bakterijah
in jih najdemo tudi pri evkariontskih PFT-jih, kot so aktinoporini in lizenin deževnikov.
Aktinoporine so najprej odkrili pri morskih vetrnicah, nato pa so odkrili hemoliticˇen
toksin podobne strukture pri morskem polžu [4, 5].
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Aktinoporini iz morske vetrnice so veliki približno 20 kDa in so zviti v kompakten
ß-sendvicˇ, obdan z dvema α-vijacˇnicama. Toksin se najprej veže na sfingomielinsko
membrano z delom, ki je bogat z aromatskimi aminokislinskimi ostanki. Nato pride do
prenosa N-koncˇne regije skozi lipidno-vodni sloj in do nastanka por po oligomerizaciji
treh do štirih oligomerov, ki se organizirajo v dolocˇeno obliko, imenovano toroidna
organizacija pore. Koncˇno prehodno pot skozi membrano za invazivne molekule tvori
amfipaticˇna α-vijacˇnica, zato aktinoporini spadajo v α-vijacˇne PFT-je. Razlicˇni polarni
aminokislinski ostanki v vijacˇnici dolocˇajo selektivno prepustnost pore za ione [5].
Zaporedja aktinoporinov iz morske vetrnice so zelo podobna (60 % - 80 %), strukturno
pa še bolj. Kljub temu pa so si zelo razlicˇna v mehanizmu tvorjenja por. Zaradi razlik v
hidrofobnosti N-koncˇne regije in stabilizaciji oligomernih produktov pri tvorjenju por, se
razlikujejo po afiniteti vezanja, hemoliticˇni aktivnosti in aktivnosti tvorjenja por [16].
Pri tvorbi pore ne pride do spremembe strukture ß-sendvicˇa. Aktinoporina morske
vetrnice ekvinatoksin II (EqtII) in stiholizin II (StII) tvorita poro s 3 do 4 α-vijacˇnicami,
hidrodinamicˇnega premera 2 nm. Radij celotne pore je prevelik, da bi ga sestavljale samo
4 α-vijacˇnice, zato so verjetno med vijacˇnicami ujeti fosfolipidi celicˇne membrane, manj
verjetno pa je, da bi strukturo pore tvorili še preostali deli toksina, saj bi moralo priti do
konformacijske spremembe PFT, kar je zelo malo verjetno [5].
Vloga aktinoporinov pri morskih vetrnicah pa ni omejena samo na tvorjenje por za
obrambo organizma, ampak naj bi služili tudi kot biokemijski signali za celicˇno smrt
ali preživetje. Zaradi specificˇnosti vezanja na membrane so lahko uporabni tudi za
zdravljenje raka in kot cepiva za dostavo protiteles [16].
Z natancˇno analizo podatkovnih baz, kjer so iskali zaporedja podobna ekvinatoksinu II iz
morske vetrnice, so našli veliko zaporedij, ki so podobni aktinoporinom morske vetrnice,
najvecˇ pri ribah kostnicah. Kar 7 izoform aktinoporina so našli pri medaki, pri nekaterih
ostalih predstavnikih pa od ene do dve kopije gena. Aktinoporinu podobna zaporedja
izvirajo iz treh živalskih (ožigalkarji: koralnjaki, trdoživnjaki; ribe kostice in žabe) in
dveh rastlinskih debel (mahovi in praproti) in so jih razdelili v tri družine s pomocˇjo
filogenetske analize. Zaporedja imajo skupen C-koncˇni del aktinoporinske molekule, ki
vsebuje mesto za vezavo na membrane z ohranjenim P-[WYF]-D motivom. Ta del je
specificˇen za vezavo na membrane, zato predvidevajo, da se tudi ostali aktinoporinom
podobni proteini lahko vežejo na membrane. To so dokazali s poskusom vezave
aktinoporina iz ribe cebrice, ki so ga izrazili v E coli, na membrane. Ta se je vezal na
membrano, ni pa imel permeabilnostne aktivnosti ali specificˇnosti za sfingomielin [4].
Strukturno sta aktinoporinom podobna tudi dva pripadnika podobna plodnemu telesu
(ang. "fruit-body like") lektinske družine gliv, lektin Xerocomus chrysenteron in lektin
Agaricus bisporus, cˇeprav je podobnost v zaporedjih manjša od 15 %. Tako aktinoporini,
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Slika 1.2: Struktura ekvinatoksina II iz morske vetrnice (PDB-koda 1IAZ). Z zeleno je
oznacˇena N-koncˇna regija, ki tvori poro. Aminokislinski ostanki, ki se vežejo na fosfoholin
(oznacˇen modro), so prikazani rdecˇe. Prirejeno po [5].
proteini podobni aktinoporinom in plodnemu telesu podobne domene tvorijo novo
naddružino proteinov, ki se vežejo na celicˇne membrane. Poimenovali so jo AF domenska
(ang. "actinoporin-like proteins/fruit-body fungal lectin domains") naddružina [4, 5].
1.2 Mehanizmi povecˇanja števila genov
Danes imamo na razpolago zbirko celotnih ali skoraj celotnih genomov vseh glavnih
skupin evkariontov. To omogocˇa, da pojasnimo molekularne mehanizme, ki dolocˇajo
podobnosti in razlike med organizmi. Po eni strani so si glavni evkariontski predstavniki
zelo podobni med sabo, saj si delijo velik set ohranjenih ortolognih genov, ki so kljucˇni
za delovanje njihovih osnovnih funkcionalnih sistemov, kot so replikacija in popravljanje
DNA, metabolizem RNA, organizacija citoskeleta ter razgradnja in sekrecija proteinov.
Poleg tega so zelo ohranjene tudi komponente poti signalne transdukcije, strukturne in
regulativne sestavine jedra in kompleksi za obdelavo pre-mRNA. Cˇeprav so kar velike
razlike med omenjenimi komponentami pri evkariontskih skupinah, so v veliki meri




Skupine genov, ki so si podobne med seboj, imenujemo genska družina. Glede na njihovo
podobnost lahko sklepamo, da so se razvili iz skupnega prednika. Prav tako lahko
združimo v skupino tudi skupine genskih družin, ki so si podobne med sabo. Te skupine
imenujemo naddružine in izhajajo iz starejšega skupnega prednika. Genske družine so
posledica duplikacije genov med evolucijo. To se lahko zgodi z duplikacijo celotnega
gena ali z duplikacijo in mešanjem eksonov razlicˇnih genov. Genske družine nam dajo
informacijo o razvoju in diverzifikaciji novih genov [18].
1.2.2 Duplikacija genov
Duplikacija genov je dogodek, pri katerem iz enega gena nastaneta dva. Duplikacija ima
velik evolucijski pomen, saj zagotavlja material za evolucijo novih genskih funkcij. Poleg
tega podvojeni geni zagotavljajo vecˇjo možnost naravni selekciji, da ustvari nove gene
z novimi funkcijami [19]. Duplikacija genov je pomemben mehanizem za pridobitev
novih genov in ustvarjanje novih genskih variant pri organizmih. Skozi evolucijo se
je z gensko duplikacijo razvilo veliko novih genskih funkcij. Genska duplikacija lahko
zagotovi nov genski material za mutacije in genetski zdrs, vpliv selekcije pa nato privede
do specializacije in razvoja novih genskih funkcij. Do duplikacije genov lahko pride zaradi
neenakega prekrižanja genov (ang. "crossing over") pri mitozi ali mejozi, pri popravljanju
dvoverižnega preloma DNA, zaradi retrotranspozicije ali pa zaradi poliploidizacije
[20, 21].
Glede na obsežnost, duplikacije lahko tudi delimo na duplikacije celotnega genoma,
duplikacije segmentov (so razporejene po celotnem genomu) in tandemske duplikacije (so
locirane skupaj). Študije primerjalne genomike med bolj sorodnimi vrstami so pokazale,
da so tandemske duplikacije eden izmed glavnih mehanizmov ustvarjanja novih genov,
še posebaj genov, ki sodijo v isto gensko družino. Tandemskim duplikacijam so pogosto
skupni regulatorni elementi. Duplikacije, ki ležijo na bolj oddaljenih odsekih, se v evoluciji
locˇijo od prvotnih regulatornih elementov in ustvarijo nove regulatorne elemente, s tem
pa se povecˇa verjetnost, da bodo razvile novo funkcijo. Medtem pa tandemske duplikacije,
ki si delijo regulatorne elemente, težijo k ohranjanju genske funkcije. Za genske družine,
ki so povezane z obrambo pred patogeni ali imajo razlicˇne encimske funkcije, je znacˇilno,




Neenako prekrižanje genov sestrskih kromatid pri mitozi ali delov kromosomov pri
mejozi proizvede tandemske ponovitve zaporedij. Odvisno od pozicije prekrižanja genov
podvojena regija vsebuje del gena, celoten gen ali pa vecˇ genov [20].
Retrotranspozicija je proces, pri katerem se mRNA obratno prepiše v komplementarno
cDNA in nato vstavi v genom. Posledice retrotranspozicije so lahko odsotnost intronov
in regulatornih zaporedij pri prepisanih genih, prisotnost poli-A zaporedja in prisotnost
kratkih ponovitev na zacˇetku ali koncu gena. Glavna razlika med retrotranspozicijo in
neenakim prekrižanjem genov je prisotnost intronov pri prekrižanju genov in njihova
odsotnost pri retrogenih [20].
V primeru dvoverižnega preloma DNA pri podvojevanju genskega materiala lahko
pride do duplikacije na dva nacˇina: z nealelno homologno rekombinacijo (ang.
"nonallelic homologous recombination") ali nehomolognim združevanjem koncev (ang.
"non-homologous end joining"). Bistvena razlika teh dveh poti je, da je pri homologni
rekombinaciji potrebno združenje homolognih koncev za popravljanje preloma, pri
nehomolognem združevanju koncev pa ne, zato se veriga lahko popravi na vecˇ nacˇinov,
to pa vpliva na mehanizme duplikacije genov [20].
Posledice duplikacije genov
Z duplikacijo genov lahko pride do:
- Psevdogenizacije, kjer okvarjeni gen zaradi odsotnosti selekcije izgubi svojo funkcijo.
- Ohranjanja genske funkcije, kjer preprosto pride do povecˇanja kopij funkcionalnega
proteina. V primeru da pride do mutacije originalnega gena, se s podvojenim genom
lahko ohrani njegova funkcija. Druga možnost ohranitve obeh kopij podvojenega gena
je prednost zaradi vecˇje produkcije genskega produkta. Povecˇanje produkcije proteina
je ponavadi dosežena s povecˇanjem ekspresije gena, lahko pa tudi z duplikacijo gena,
saj tudi tako pride do povecˇanega števila transkriptov. Pri ohranjanju genske funkcije
sodelujeta dva mehanizma. Prvi je usklajena (ang. "concerted") evolucija, pri kateri genska
družina skozi evolucijo ostaja podobna v nukleotidnem zaporedju in funkciji zaradi
pogoste konverzije genov in/ali neenakega prekrižanja genov [23]. Drugi mehanizem je
mocˇna selekcija proti mutacijam, ki bi spremenile funkcijo gena, kar ohranja podvojene
gene in jih šcˇiti pred divergenco.
- Subfunkcionalizacije, pri kateri sta po duplikaciji oba hcˇerinska gena ohranjena za
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dolocˇen cˇas, nato pa se delno spremenita in s tem se delno spremeni tudi njuna funkcija.
Pri tem še zmeraj ohranita del izvorne funkcije.
- Neofunkcionalizacije, pri kateri pride z duplikacijo gena tudi do spremembe funkcije
gena. V evoluciji je to pomemben mehanizem za razvoj novih genov [20].
1.2.3 Mocˇno povecˇanje števila genov pri dolocˇenih organizmih
Glavni vzroki za razlike med genomi evkariontov so nastanek novih arhitektur
proteinskih domen zaradi prirasta ali premešcˇanja domen, izgube genov (ang. "gene
loss") pri dolocˇenih organizmih in povecˇanje števila genov pri dolocˇenih organizmih
(ang. "lineage-specific expansion"). Povecˇanje števila genov pri dolocˇenih organizmih
je definirano relativno, kot povecˇanje proteinske družine pri dolocˇenih organizmih v
primerjavi s sestrsko skupino, pri kateri do tega ni prišlo. Preliminarne analize proteinov
iz genomov evkariontov so pokazale korelacije med ekspanzijo genov pri dolocˇenih
organizmih in pojavom novih bioloških funkcij ter odzivom na okoljske pritiske. Znano je,
da je prišlo do ekspanzije genov imunoglobulinske naddružine pri vretencˇarjih, ATP-az,
ki omogocˇajo odpornost na bolezni pri rastlinah in citokromske P450 družine, ki sodeluje
pri detoksifikaciji sistemov pri rastlinah in živalih [17].
Ohranjanje genske funkcije
Duplikaciji genov sledi usklajena evolucija (ang. "concerted evolution"). To je proces pri
katerem pride do homogenizacije podvojenih kopij gena med sabo. Ta pojav imenujemo
genska konverzija, ki je glavni mehanizem usklajene evolucije. Trajanje usklajene evolucije
med geni je razlicˇno in ima glede na cˇas trajanja tudi razlicˇen vpliv na ekspresijo genov. To
lahko razložimo na primeru selekcije, ki teži k povecˇanju izražanja dolocˇenega produkta,
ki okrepi usklajeno evolucijo genov obcˇutljivih na dozo (ang. "dosage-sensitive genes")
[18, 24].
Tako neenako prekrižanje genov, kot genska konverzija imata potencialne omejitve pri
homogenizaciji genske družine. Neenako prekrižanje genov povzrocˇi, da so cˇlani genske
družine razporejeni v grucˇah in obrnjeni v isti orientaciji, medtem ko genska konverzija
nima takih omejitev. Neenako prekrižanje genov poteka med podobnima zaporedjema
na nehomolognih kromosomih, pri tem pa pride do kromosomskih translokacij, ki so
ponavadi delecije. Polega tega ima neenako prekrižanje genov delecijski efekt pri genih,
ki so obcˇutljivi na vpliv genske doze, ker lahko spremeni veliko genov, kljub temu da je
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omejeno na izmenjavo znotraj genskih grucˇ. Genska konverzija ima manj omejitev glede
pozicije genov, v vecˇini primerov pride le do homogenizacije dela gena, saj so zaporedja
krajša. Neenako prekrižanje genov pa zajema celotne gene [18].
Usklajena evolucija je lahko neželjena v primeru, ko selekcija deluje v smeri ohranjanja
razlik med podvojenimi geni, saj evolucija novih genov deluje tako, da ena kopija ohrani
originalno funkcijo, medtem ko druga pridobi novo funkcijo z mutacijami, ki dajejo
organizmu prednost. V takem primeru bi bila genska konverzija škodljiva, saj bi zbrisala
koristne mutacije, na take osebke pa bi delovala negativna selekcija in bi zato imeli manjšo
možnost preživetja. Populacija lahko ohrani prednostno mutacijo skozi cˇas samo, cˇe je
selekcija tako mocˇna, da je škodljiva genska konverzija hitro odstranjena. Posledicˇno se s
tem preprecˇi tudi usklajena evolucija [24].
1.2.4 Vpliv genske doze
Povezava med duplikacijo in vplivom genske doze (ang. "gene dosage") je zelo preprosta.
Cˇe se povecˇa izražanje dolocˇenega gena in je to za organizem koristno, potem je velika
verjetnost, da bo tak gen pod pozitivno selekcijo. Po fiksaciji se podvojen gen ohranja
dokler selekcija dopušcˇa ugodne razmere za povecˇanje genske doze. Ko je povecˇanje
fitnesa zaradi fiksiranega podvojenega gena majhno, so kopije gena pod sprošcˇenim
selekcijskim pritiskom. Model povecˇane genske doze za koristne gene poveže spremembe
števila kopij gena in spremembe v deleciji genov, ki vplivajo na gensko dozo in jih lahko
povzrocˇi duplikacija ali izguba kopij gena. Ta model velja za tri tipe genov. V prvo skupino
sodijo geni, ki uravnavajo interakcije med organizmom in okoljem. To so geni odziva na
stres, senzoricˇni geni, transportni geni in geni, ki so povezani z metabolizmom. V drugo
skupino sodijo geni, ki imajo lastnosti produktov interakcij protein-protein ali njihovih
metabolnih poti. V tretjo skupino sodijo geni, katerih genski produkti so potrebni v vecˇjih
kolicˇinah, kot so ribosomski ali histonski geni [21].
1.3 Izlocˇanje proteinov, ki so brez signalnega peptida
Za proteine, ki se izlocˇajo iz celice je v vecˇini primerov znacˇilno, da imajo pripet
signalni peptid. Po konvencionalni poti izlocˇanja proteinov imajo proteini, ki se izlocˇajo
iz celice signalno ali transmembransko zaporedje in se pred izlocˇanjem procesirajo v




Obstaja pa kar nekaj proteinov, ki se iz celice izlocˇjo po nekonvencionalni poti. Na tak
nacˇin se lahko izlocˇajo tudi proteini, ki imajo signalen peptid. Primer takega proteina je
protein toplotnega šoka 150 (Hsp150), ki se sicer vstavi v ER, a se lahko izogne COPII (ang.
"coat protein complex II"), ki odpne protein iz ER in/ali Golgija. Skozi celicˇno membrano
lahko pridejo preko direktne fuzije ali objeti v endosome ali liposome [25].
Proteini brez signalnega peptida so vecˇinoma proteini, ki v zunajcelicˇnem okolju
uravnavajo imunski odziv, celicˇno rast, diferenciacijo in angiogenezo. V zunanje okolje
lahko pridejo s translokacijo cˇez plazemsko membrano (fibroblastni rastni faktor 2,
FGF2), s sekretornim lizosomom (IL-1ß), mikroveziklom, endosomom, multivezikularnim
telescem ali eksosomom. Translokacija FGF2 poteka s pomocˇjo proteoglikana heparan
sulfat, ni pa znano ali pride do tega s transporterjem ali integracijo FGF2 v membrano.
V primeru sekrecije IL-1ß s sekretornim lizosomom se IL-1ß in kaspaza translocirata v
sekretorni lizosom. Ob stiku s plazemsko membrano in defosforilacijo zunajcelicˇnega
ATP pride do fuzije in sprošcˇanja komponent v zunajcelicˇni prostor. V primeru da je IL-1ß
aktiviran s kaspazo že v celici, se lahko transportira iz celice tudi z mikroveziklom ali
pa endosomalnim intraluminalnim veziklom, kjer lahko ob interakciji IL-1ß in kaspaze
nastanejo multivezikularna telesca ali pa eksosomi [25].
Razlogov za nekonvencionalno pot izlocˇanja proteinov bi lahko bilo vecˇ. Pri nekaterih
proteinih bi vezava oligosaharidov lahko povzrocˇila neželjeno oligomerizacijo. Signalne
molekule bi s svojim vezanjem na ER ali Golgi sprožile endokrini signal. Oksidativno
okolje bi lahko povzrocˇilo napacˇno zvijanje nekaterih citoplazemskih sekretornih
proteinov, kot je tioredoksin [25].
Lektini se lahko nahajajo znotraj celice ali zunaj v mukusu. Naterinu podobni proteini,
kot jih najdemo pri trski, nimajo signalnega peptida, so pa prisotni v mukusu, torej se
izlocˇajo po nekonvencionalni poti [26].
1.4 Najstarejše skupine vretencˇarjev
Med najstarejše še živecˇe skupine vretencˇarjev uvršcˇamo obloustke, kamor sodijo piškurji
in glenavice. V primerjavi z ostalimi vretencˇarji so obloustke primitivne, a zanimive in
pomembne za preucˇevanje evolucije in razvoja vretencˇarjev. Skupne znacˇilnosti obloustk,
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po katerih se locˇijo od rib so, da nimajo cˇeljusti, lusk, bocˇnih plavuti, vodoravnega
polkrožnega kanala v ušesu in genitalnega kanala. Imajo enako strukturo živcˇnega,
senzoricˇnega, endokrinega, cirkulatornega in mišicˇnega sistema ter izlocˇal, vendar bolj
enostavno. Ogrodje imajo iz hrustanca, njihovo telo pa je podobno jegulji. Obloustke so
zanimive za raziskave imunskega sistema, ker imajo drugacˇen imunski sistem kot ostali
vretencˇarji, saj imajo namesto globulinov proteine, ki tvorijo pore. Ta sistem je enostaven
in kljub edinstvenosti zelo ucˇinkovit [7, 27].
1.4.1 Piškurji
Piškurji so predstavniki zelo stare skupine vretencˇarjev, ki je se je od preostalih strunarjev
(Gnathostomata) locˇila pred približno 550 milijoni let. Zaradi tega lahko služijo kot
model za raziskovanje evolucije vretencˇarjev. Z raznimi študijami preiskujejo evolucijo in
embriogenezo vretencˇarjev, živcˇni sistem, strukturo genomov, imunski sistem, strjevanje
krvi in ostale lastnosti. S temi študijami ugotavljajo, kako se dolocˇeni geni skozi evolucijo
ohranjajo pri vretencˇarjih in kako so se razvili novi geni pri višjih vretencˇarjih [7, 28–31].
Piškurji imajo primitivna vretenca, sestavljena iz hrustanca, sluzasto kožo, neparne
plavuti in okrogla usta brez cˇeljusti z zobmi na oralnem disku. Živijo v sladkih vodah ali
morjih. V stadiju licˇinke so lahko od 5 do 7 let. V tem stanju so brez zob in se hranijo z
mikroorganizmi. Vecˇina piškurjev je parazitov, ki se prisesajo na ribe in hranijo z njihovo
krvjo. Piškurji na severni polobli imajo od 164 do 168 kromosomov v diploidnem stanju
ali celo vecˇ, kar jih uvršcˇa med vretencˇarje z najvecˇ kromosomi. Lahko so dolgi od 13 do
100 cm. Našli so jih na vseh kontinentih, razen v Afriki. Taksonomsko jih uvršcˇamo v red
Petromyzontiformes in družino Petromyzontidae, znanih pa je 41 vrst piškurjev, ki se delijo
v 3 poddružine. Cˇetrto poddružino so dodali kasneje, vanjo pa spadajo fosilni piškurji
[27, 30].
1.4.2 Glenavice
Glenavice se od piškurjev locˇijo po tem, da nimajo hrbtenice, imajo zakrnele ocˇi in živijo
samo v morju. Njihovo telo je podolgovato in imajo le eno repno plavut. Prehranjujejo se
z mehkejšimi nevretencˇarji ter vecˇjimi mrtvimi organizmi. Znanih je okoli 70 vrst glenavic.
Odrasli osebki so veliki od 40 do 80 cm. Znacˇilno za glenavice je, da imajo žleze, ki izlocˇajo
sluz, ko se pocˇutijo ogrožene [27]. Njihova sluz je posebna, saj je sestavljena iz mukusa
in proteinskih vlaken, ki se ob stiku z vodo razširijo kar za tri rede velikosti. Sluz služi
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glenavicam za obrambo pred napadalci. Glenavice, ki ostanejo ujete v svoji sluzi, poginejo.
Mucine in proteinska vlakna izlocˇijo v zelo nizki koncentraciji. Polianionski mucini
ustvarijo hidrogel, ki sinergisticˇno interagira s proteinskimi vlakni in tvori koherenten ter
elasticˇen hidrogel z morsko vodo visoke ionske jakosti [32, 33].
1.5 Imunski sistem pri obloustkah
Obloustke imajo v primerjavi z višjimi organizmi poseben imunski sistem. Imajo tudi
aktivacijsko pot komplemeta, ki je podobna klasicˇni poti pri sesalcih in citoliticˇen sistem,
ki se razlikuje od sesalske liticˇne poti. Sistem komplementa sestavlja veliko proteinov, ki
so udeleženi pri odstranitvi patogenov. Pri sesalcih se ta sistem aktivira po treh razlicˇnih
poteh (slika 1.3), pri tem pa pride do izgradnje komponente C3b, ki sproži liticˇno pot.
Glavni akterji sistema komplementa pri sesalcih in obloustkah so:
- C3, lektin, ki se veže na manozo (ang. "mannose-binding lectin"; MBL),
- z MBL povezana serinska proteaza (ang. "MBL-associated serine protease"; MASP),
- faktor B alternativne poti [7].
Pri sesalcih se komponenta C1q veže na kompleks IgM ali IgG z antigenom in aktivira
klasicˇno pot komplementa. Tudi obloustke imajo C1q (ang. "lamprey C1q"; LC1q), a se
funkcija tega proteina razlikuje od sesalcˇjega. Pri obloustkah ima ta komponenta vlogo
lektina in aktivira C3 v povezavi z MASP pri lektinski poti. Kot že omenjeno, obloustke
nimajo globulinov, namesto tega imajo variabilne limfocitne receptorje (VLR-je), s katerimi
interagira LCq1 v kompleksu z antigenom in tako pride do aktivacije C3 in sinteze
raznih obrambnih molekul. Med njimi so našli pri piškurju tudi aerolizin, protein, ki
so ga izolirali iz membrane E. coli, tretirane z antiserumom piškurja proti E. coli [31].
Ta protein tvori pore in je sestavljen iz lektinske domene, s katero se veže na membrane
napadalcev, in aerolizinske domene, s katero tvori membranske pore. Ima visoko afiniteto
za manan in v njegovi prisotnosti lahko tvori pore. To mu omogocˇa vezavo na tarcˇne
celice, aerolizinska domena pa naredi poro v membrani in povzrocˇi lizo celice. Strukturno
zelo podoben protein Dln1 so našli tudi pri cebrici, a so ugotovili, da ima drugacˇno vlogo.
Aerolizin cebrice se veže na membrano patogenov, a ne tvori por, ampak sodeluje pri
aktivaciji imunskega sistema, medtem ko aerolizin piškurja lizira tarcˇne celice. Glavne
komponente imunskega odziva pri piškurjih so torej komponente komplementa, VRL-ji
in proteini, ki tvorijo pore (aerolizini). Aerolizini delujejo citotoksicˇno proti eksogenim
patogenom in tumorskim celicam [7, 31].
Evkariontski PFT-ji tvorijo pore v membrani in s tem sodelujejo v imunski obrambi z
unicˇevanjem patogenov ali v obrambi pred napadalci. Ribe in obloustke imajo sluznico
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Slika 1.3: Imunski sistem pri sesalcih in obloustkah. Obloustke imajo namesto
imunoglobulinov VLR-je, MASP pa sodeluje tako pri klasicˇni poti, kot tudi pri lektinski
poti imunske obrambe. Klasicˇna pot pri piškurjih pripelje do proteina, ki tvori pore (ang.
"lamprey pore forming protein"; LPFP), ni pa znano ali je to tudi produkt lektinske in
alternativne poti imunske obrambe. Prirejeno po [7].
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na vseh površinah, na katerih jo imajo sesalci, poleg tega pa jo imajo še na koži in
škrgah. Sluznica igra pomembno vlogo obrambe pred virusi, mikroorganizmi, paraziti
in abiotskimi dejavniki, saj je površina rib konstantno izpostavljena vodi. Za ohranitev
zdravja in homeostaze rib ima imunska obramba mukusa pomembno vlogo [26, 34].
Aerolizin cebrice, Aep1 oz. Dln1, se konstitutivno izraža v tkivih, ki so povezana z
imunsko obrambo. Po okužbi se povecˇano izraža v zgodnji fazi razvoja cebrice, ko še nima
adaptivnega imunskega sistema, kar kaže na to, da je ta protein del prirojenega imunskega
sistema. Chen in sod. (2017) so pokazali, da Dln1 ne ubije bakterijske celice direktno,
ampak stimulira imunski sistem, saj se po vbrizgu Dln1 v cebrici povecˇa izražanje
citokinov. V primeru, ko so vbrizgali Dln1 nekaj cˇasa pred okužbo, so cebrice imele dovolj
cˇasa za aktivacijo citokinov in so preživele okužbo. V primeru, ko so vbrizgali Dln1 skupaj
z bakterijami, so cebrice poginile [35]. Nlp je "natterin-like" protein, ki ga najdemo pri
trski. V višjih koncentracijah so ga našli v tkivih, povezanih z imunskim odzivom, kjer
se izraža konstituivno v istih koncentracijah, ne glede na prisotnost okužbe. Veže se na
manozo in rdecˇe krvnicˇke. Njegova vloga ni znana, verjetno pa sodeluje pri imunski
obrambi [36].
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2 Namen dela in hipoteze
Proteini, ki tvorijo pore v membrani, predstavljajo najvecˇjo skupino bakterijskih
proteinskih toksinov. Sorodne proteine najdemo tudi pri številnih evkariontih. Zanimivi
predstavniki proteinskih tvorcev por so aerolizini in aktinoporini, ki sodelujejo pri
imunski obrambi vretencˇarjev [7]. Pri najstarejši skupini vretencˇarjev, piškurjih, je prišlo
do velikega povecˇanje števila genov, ki kodirajo aerolizine in aktinoporine. Precej dober
vpogled v nastanek in diverzifikacijo teh multigenskih družin nam omogocˇajo genomski
podatki: trenutno sta za piškurje dostopna genoma Petromyzon marinus (morski piškur)
ter Lethenteron japonicus (arkticˇni piškur).
Predvideni cilji magistrskega dela so bili pojasnitev nastanka, raznolikosti, evolucije
in mehanizmov, ki so bili odgovorni za veliko povecˇanje števila genov za aerolizine
in aktinoporine pri najstarejši skupini vretencˇarjev. S filogenomsko analizo smo želeli
pridobiti obsežne podatke za vsak nov gen, in sicer genomsko zaporedje, položaj na
kromosomu, proteinsko zaporedje, kodirajocˇa in nekodirajocˇa zaporedja ter razlicˇne
regulatorne regije. Predvidevamo, da so na aerolizine in aktinoporine pri obloustkah
delovali razlicˇni evolucijski mehanizmi. Pojasniti smo želeli tudi mehanizme nastanka
in mocˇnega povecˇanja števila genov za aerolizine in aktinoporine pri piškurjih, ter vlogo
transpozicijskih elementov pri tandemskih duplikacijah aerolizinov. Predvidevamo, da
so za nastanek ponovitev aerolizinov pri piškurjih odgovorni razlicˇni transpozicijski
elementi.
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3 Materiali in metode
Pri delu sem uporabljala sodobne metode bioinformatike, primerjalne genomike,
filogenomike in molekularne evolucije.
3.1 Zbiranje nukeotidnih in proteinskih zaporedij preiskovanih
proteinskih družin
Najprej sem zbrala nukleotidna in proteinska zaporedja, ki sem jih našla v podatkovnih
bazah NCBI (National Center for Biotechnology Information, http://www.ncbi.nlm.nih.
gov) in Ensembl (http://www.ensembl.org). Za iskanje po podatkovni zbirki NCBI sem
uporabljala spletno orodje BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) [37]
in orodje BLAST/BLAT za iskanje po podatkovni zbirki Ensembl. Za piškurje imamo
v podatkovnih bazah javno dostopna dva genoma in sicer za morskega piškurja
(Peteromyzon marinus) in arkticˇnega piškurja (Lethenteron japonicus). Pri iskanju sem
si pomagala tudi s podatkovnimi bazami PFAM (http://pfam.xfam.org/), InterPRO
(https://www.ebi.ac.uk/interpro/) in USCS (https://genome.ucsc.edu/).
Za preverjanje prisotnosti preiskovanih proteinskih družin pri ostalih organizmih sem
uporabila podatkovno bazo Superfamily (http://supfam.org/SUPERFAMILY/). To je
proteomska podatkovna zbirka, ki obsega vecˇ kot 2000 proteomov [38].
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3.2 Filogenomska analiza
Po genomu morskega piškurja sem iskala z orodjem BLAST/BLAT v podatkovni bazi
Ensembl [39]. V iskalno okno sem vnesla proteinsko zaporedje aktinoporina ali aerolizina
piškurja in nastavila iskanje po genomskem zaporedju piškurja (Lamprey). Podatkovna
baza Ensembl je anotirana, kar pomeni da lahko dolocˇimo lego preiskovanih genov na
genomskem lokusu, s tem pa je analiza evolucije in mehanizmov za povecˇanje število
genov bistveno lažja [40]. V tem genomu so anotirani le aerolizini. Lego anotiranih genov
preiskovanih zaporedij aerolizinov na lokusih pri morskem piškurju sem tudi predstavila
s sliko, ki sem jo naredila v programu Adobe Illustrator. Ensembl omogocˇa pri anotiranih
genih tudi iskanje ortologov, zato sem zbrala tudi aerolizinska zaporedje pri cebricah in
15 najbolj sorodnih zaporedij pri ostalih ribah kostnicah. Aerolizine sem z orodjem BLAT
analizirala tudi v podatkovni bazi USCS, kjer so dostopne tri zbirke genoma morskega
piškurja, narejene v razlicˇnih letih (2007, 2010 in 2017).
Po genomu arkticˇnega piškurja in glenavice sem iskala po podatkovni bazi NCBI (http://
www.ncbi.nlm.nih.gov). Uporabila sem orodje tBLASTn, ki prilega proteinsko zaporedje
in išcˇe po genomu, tako da mora prevesti nukleotidna zaporedja. S tem orodjem sem
iskala po podatkovni bazi WGS (ang. "Whole-genome shotgun contigs"), kjer so shranjena
zaporedja kontigov iz celotnega genoma organizmov, katerih genomi so sekvenirani.
Iskala sem po genomu arkticˇnega piškurja (ang. Arctic lamprey, taxid:980415) in
glenavice (ang. hagfish, taxid:7761). V podatkovni bazi NCBI geni v vecˇini niso anotirani.
Dobljena nukleotidna zaporedja sem nato prevedla v proteinska s spletnim orodjem
Expasy Translate (http://web.expasy.org/translate/). Vsa proteinska zaporedja sem
za nadaljno analizo shranila v txt obliki. Za iskanje po proteomih drugih organizmov sem
uporabila orodje BLASTp.
Po genomih sem iskala proteinske družine aerolizinov in aktinoporinov. Za iskanje
aerolizinov sem uporabila naslednja proteinska zaporedja:
natterin-like protein [Lethenteron camtschaticum] GenBank: AFX60113.1






Da sem kasneje pri filogenetski analizi lahko koreninila drevo, sem dodala proteinsko
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zaporedje aerolizina cebrice, najdeno v podatkovni bazi Ensembl (priloga A).






Za koreninjenje sem dodala še štiri najbolj podobna zaporedja aktinoporinov, ki
sem jih poravnala z aktinoporinskim zaporedje z orodjem BLASTp (prilogi).
V podatkovni zbirki NCBI EST sem zbrala transriptomske podatke za aktinoporine in
aerolizine pri obeh piškurjih in sicer prostorsko (tkivno) in cˇasovno (odrasel ali licˇinka)
izražanje proteinov.
3.3 Filogenetska analiza
Najprej sem s spletnim orodjem MUSCLE (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/
muscle/) [41] poravnala zaporedja. Pod "Output format" sem nastavila Pearson/FASTA
format. Nato sem izvedla filogenetsko analizo s spletnim programom IQ-TREE (http:
//iqtree.cibiv.univie.ac.at/) [42, 43]. Poravnana FASTA zaporedja sem uvozila
v program IQ-TREE in ga zagnala brez dodatnih sprememb v nastavitvah. Pri
filogenetski analizi je bila uporabljena metoda najvecˇje verjetnosti (ML; ang. "maximum
likelihood"). Program naredi drevo glede na model, ki ima najnižjo BIC vrednost (Bayesov
informacijski kriterij; ang. "Bayesian information criterion") in izpiše vse BIC verjetnosti
modelov, ki jih je testiral. Program izriše dve drevesi: prvo drevo po metodi najvecˇjih
vrednosti (ML drevo) in konsenzno drevo (ang. "consensus tree"). Konsenzno drevo
sestavi iz dolocˇenega števila dreves, narejenih z metodo vezanja (ang. "bootstrapping") .
Za nadaljno obdelavo sem vzela podatke v nevick formatu konsenznega drevesa. Te
podatke sem uvozila v spletno orodje iTOL (https://itol.embl.de/ [44], ki izriše drevo
in ima nastavitve prikaza. S tem orodjem sem lahko za boljšo preglednost drevesa
razvrstila veje in nastavila prikaz vrednosti "bootstrap" od 70 do 100. "Bootstrap"
vrednosti nam povejo koliko je prikazana topologija drevesa zanesljiva. To vrednost
dobimo z razlicˇnimi kombinacijami sestave filogenetskih dreves z vedno novim
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vzorcˇenjem vhodnih podatkov in nam pove, koliko se dolžine vej razlikujejo od prvotne
sestave in s tem zanesljivost topologije drevesa, torej kako stabilna je topologija [45].
3.4 Analiza ponavljajocˇih se zaporedij
Spletno orodje Repeatmasker (http://www.repeatmasker.org/cgi-bin/
WEBRepeatMasker) je program, ki pregleda DNA zaporedje in znotraj njega poišcˇe
transpozicijske elemente in dolocˇene nekompleksne elemente [46]. S tem orodjem sem
analizirala dve regiji v piškurjevem genomu, kjer ležijo aerolizini. To sta regiji z oznako
GL476962 in GL477190 v Ensemblu. Regiji sem izbrala tako, da sem anotirana zaporedja
aerolizinov morskega piškurja v Ensemblu razvrstila glede na regijo v genomu (ki sem
jih predstavila s sliko 4.3 v poglavju Rezultati) in si izbrala regiji z vecˇjim številom
aerolizinov. Namen analize je bil dolocˇitev števila PLE pri aerolizinih.
Analizirala sem PLE elemente tudi z orodji NCBI WGS in NCBI CDD (https://www.ncbi.
nlm.nih.gov/Structure/cdd/docs/cdd_search.html). Na NCBI sem vzela nukleotidno
zaporedje celotne regije, kjer leži dolocˇen aerolizinski gen, to regijo pa sem analizirala
v NCBI CDD, kjer je program v primeru, da je celotna regija zajemala še PLE element,
prepoznal tudi to.
3.5 Analiza prisotnosti signalnega peptida
Analizo prisotnosti signalnega peptida sem naredila s spletnim programom SignalP
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP-4.0/). Spletno orodje analizira prisotnost
signalnega peptida za vsako skupino organizmov posebaj in sicer za eukarionte,
gramnegativne bakterije in grampozitivne bakterije. Za analizo uporablja dve nevralni
mreži. Prva je namenjena predikciji signalnega peptida, druga pa predikciji pozicije
cepitvenega mesta signalne peptidaze I. Program vrednoti vsak aminokislinski ostanek
zaporedja glede na vsak izbran kriterij posebej in nato graficˇno predstavi vrednosti. V
primeru, da zaporedje nima signalnega peptida, sta obe vrednosti zelo nizki za celotno
aminokislinsko zaporedje proteina [47].
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3.6 Homologno modeliranje 3D-proteinske strukture
piškurjevega aerolizina in aktinoporina
3D proteinske strukture aerolizinov in aktinoporinov sem analizirala s spletnim orodjem
I-TASSER. V prvem koraku I-TASSER poda ustrezno sekundarno strukturo proteina.
Za vsak aminokislinski ostanek posebej poda stopnjo zaupanja za tvorbo dolocˇene
strukture, ki je lahko veriga, vijacˇnica ali nestrukturiran del. Stopnje zaupanja so vrednosti
med 0 in 9, višje število pa pomeni vecˇjo verjetnost da bo aminokislinski ostanek del
predlagane strukture. Nato predlaga tudi dostopnost aminokislinskih ostankov s topilom,
katerih vrednosti razvrsti od 0 (nedostopni) do 9 (zelo dostopni). Na podlagi tega se
program odlocˇi kako bodo dolocˇeni deli verige orientirani, ali bodo v zunanjosti, kjer
bodo izpostavljeni topilu, ali pa skriti v notranjosti[48–50].
Nato predlaga normaliziran B-faktor. To je vrednost, ki kaže na obseg inherentne
termalne mobilnosti proteinskih ostankov v proteinu. Program pregleda podobne profile
struktur proteinov v podatkovni bazi PDB, jih primerja, in na podlagi tega dolocˇi
B-faktorje. Nato se faktor normira na podlagi sredin in standardnih deviacij. Negativne
vrednosti B-faktorja za dolocˇen aminokislinski ostanek pomenijo, da je le ta v strukturi
stabiliziran[48–50].
Hkrati program preko programskega orodja LOMETS v knjižnici PDB najde najbolj
podobna aminokislinska zaporedja proteinov in jih razvrsti glede na identicˇnost
aminokislinskih ostankov prileganega proteinskega zaporedja. Ta aminokislinska
zaporedja imajo že znano 3D strukturo in služijo kot predloga za homologno modeliranje
najbolj verjetnih struktur proteina. Program generira veliko zbirko strukturnih
konformacij iz že zbranih predlog. Za izbiro najbolj primernih modelov uporabi program
SPICKER, ki razdeli vse zadetke na skupine glede na medsebojne podobnosti v strukturah
in naredi do 5 modelov. Zanesljivost vsakega modela program dolocˇi s C-vrednostjo. To
vrednost dolocˇi glede na podobnost strukture s predlogami in konvergenco parametrov
simulacije strukture. C-vrednosti se gibljejo med -5 in 2. Vecˇja kot je C-vrednst, bolj je
predlagana struktura zanesljiva. Od -1,5 naprej se smatra, da ima struktura pravilno
globalno topologijo. Dolocˇi še TM-vrednost in RMSD, ki temeljita na C-vrednosti in
dolžini proteina. Nato poišcˇe 10 najbolj podobnih struktur v podatkovni bazi PDB z
algoritmom TM-align, ki poravna aminokislinske ostanke med sabo glede na njihovo
podobnost v strukturi. Poda TM-vrednost, ki meri podobnost med strukturama in obsega
vrednosti med 0 in 1, kjer vrednost 1 pomeni popolno ujemanje struktur [51]. Program
s funkcijama COFACTOR in COACH na podlagi znanih struktur in vezavnih mest za
ligande v podatkovni bazi PDB predlaga vezavna mesta za ligande in ligande ki se tja
vežejo ter aktivna mesta za encimsko aktivnost [48–50].
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4 Rezultati in razprava
4.1 Analiza aerolizinov
V podatkovnih bazah NCBI in Ensembl sem zbrala proteinska zaporedja aerolizinov pri
morskem in arkticˇnem piškurju (Priloga A). Glede na to, da so si glenavice in piškurji
taksonomsko zelo blizu, bi pricˇakovali povecˇanje aerolizinov in aktinoporinov tudi pri
glenavicah. Analiza genoma glenavic z orodjem BLAST v podatkovni bazi NCBI WGS je
pokazala, da glenavice nimajo niti enega aerolizinskega ali aktinoporinskega gena. Iz tega
lahko sklepamo, da je pri glenavicah prišlo do izgube genov. Glenavice imajo drugacˇno
obrambo pred plenilci, saj izlocˇajo sluz, kamor se napadalci ujamejo [32]. Ocˇitno pa imajo
tudi drugacˇne obrambne molekule imunskega sistema, saj je dokazano le za piškurje, da
aerolizini sodelujejo pri imunski obrambi. V podatkovni bazi NCBI EST sem iskala tkivno
in cˇasovno izražanje aerolizinov pri piškurju. Aerolizini se izražajo v jetrih in testisu pri
odraslih živalih in v zarodnih celicah v spermiju.
4.1.1 Taksonomska razširjenost aerolizinov
Ensembl podatkovna baza hrani 67 ortologov in 23 paralogov aerolizinov piškurjev. Vsi
najdeni paralogi spadajo v eno Ensembl proteinsko družino morskih piškurjev. Ortologe
piškurjevih aerolizinov v podatkovni bazi Ensembl imajo ribe kostnice. Najvecˇ, kar 17, jih
imata cebrica (Danio rerio) in japonska medaka (Oryzias latipes), preostale ribe, ki imajo
aerolizine pa so še: Anabas testudineus, Astyanax mexicanus, Esox lucius, Gadus morhua,
Ictalurus punctatus, Lepisosteus oculatus, Oryzias melastigma, Paramormyrops kingsleyae in
Pygocentrus nattereri.
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V podatkovni bazi Superfamily (http://supfam.org/SUPERFAMILY/) [38] sem iskala
aerolizine in sicer je potrebno v iskalnik vnesti "aerolisin" namesto "aerolysin", kot bi
sicer iskali v anglešcˇini. V tej bazi podatkov lahko išcˇemo tudi z zaporedjem. V bazi je
26 aerolizinskih zapisov pri morskih piškurjih in zelo dober pregled števila teh genov pri
ostalih vrstah. Piškurji imajo v primerjavi z ostalimi anotiranimi genomi organizmov,
ki so zbrani v tej bazi najvecˇ ponovitev aerolizinov. Poleg najdenih v Ensemblu je
tu vecˇ ponovitev pri afriški in tropski krempljicˇarki (žabah), cˇrnonogemu klopu, vrsti
gobe Schizophyllum commune, morski vetrnici, vrsti mahu Selaginella moellendorffii, ter
rastlinah kot so papaja in jagode. Sesalci z izjemo kljunaša, ki ima v genomu en aerolizin,
nimajo prisotnih aerolizinov v genomu. V tej bazi podatkov ni podatkov o prisotnosti
aktinoporinov pri organizmih, zato na tej spletni strani nisem dobila teh podatkov.
V podatkovni bazi Ensembl je 23 anotiranih aerolizinov morskega piškurja, v Superfamily
pa 26. V podatkovni bazi Ensembl je še nekaj neanotiranih zaporedij pri morskem piškurju
(skupaj nekaj cˇez 36) in v NCBI cˇez 50 zaporedij. Številke so verjetno razlicˇne, ker v
razlicˇnih podatkovnih bazah uporabljajo razlicˇne algoritme. Poleg tega so si aerolizinska
zaporedja zelo podobna (Slika 4.1) med sabo in so bila podobna zaporedja pri anotiranju
gledana kot ena in ista, cˇeprav so to glede na njihov položaj v genomu razlicˇni geni.
4.1.2 Filogenetska analiza aerolizinov
Slika 4.1 prikazuje filogenetsko drevo aerolizinov pri morskem in arkticˇnem piškurju. Pri
morskem piškurju sem vzela 36 zaporedij in pri japonskem 29. Za referencˇno skupino
(ang. "outgrup") sem vzela proteinsko zaporedje aerolizina cebrice (DanioR Zebrafish),
da sem drevo lahko koreninila. IQ-Tree program analizira 166 modelov aminokislinskih
zamenjav in izbere najbolj primernega glede na BIC (ang. "Bayesian information criterion")
vrednost. BIC vrednost je kriterij, po katerem program izbere najbolj primeren model
aminokislinskih zamenjav in temelji na funkciji verjetnosti. Program IQ-TREE je izbral
WAG+G4 model, ki ima najnižjo BIC vrednost in je zato tudi najbolj primeren. Utežna
vrednost, w-BIC izbranega modela je 96 %. Poleg tega, da program izriše drevo po
izbranem modelu, naredi še konsenzno drevo, ki je sestavljeno iz 1000 dreves "bootstrap"
[42, 43].
Iz slike 4.1 lahko vidimo, da so si proteinska zaporedja aerolizinov zelo podobna med
sabo, saj so veje zelo kratke. Dolžina posamezne veje je odvisna od števila aminokislinskih
zamenjav. Kratke veje predstavljajo zelo ohranjena zaporedja, saj je aminokislinskih
zamenjav med zaporedji malo, daljše veje pa predstavljajo bolj divergentna zaporedja.
Tudi identiteta prileganih aminokislinskih ostankov zaporedij v NCBI je v vecˇini primerov
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vecˇja od 90 %. Številke na vejah so "bootstrap" vrednosti, ki nam povejo koliko je prikazana
topologija drevesa zanesljiva. To vrednost dobimo z razlicˇnimi kombinacijami sestave
filogenetskih dreves in vedno novim vzorcˇenjem vhodnih podatkov. Pove nam, koliko se
dolžine vej razlikujejo od prvotne sestave in s tem zanesljivost topologije drevesa, torej
kolikokrat se topologija ponovi. Vrednost je izražena v odstotkih, kjer vrednost vecˇja kot
70 % napove, da je topologija pri vozlišcˇu dovolj zanesljiva, za vrednost 95 % ali vecˇ pa
smatramo, da je topologija pravilna [45].
Iz slike 4.1 je razvidno, da se aerolizini pri piškurjih delijo na dve podskupini. To vidimo v
dveh daljših vejah, ki ju delita, topologija pa je tudi pravilna, saj je "bootstrap" vrednost vej
100. V vejišcˇu je v tej tocˇki evolucije prišlo do duplikacije. Od tam naprej je z duplikacijami
potekala usklajena evolucija, ki je težila k tem, da je kopij genov veliko, poleg tega pa
ostajajo podobni med sabo in imajo ohranjeno funkcijo. Glavni mehanizem usklajene
evolucije je neenako prekrižanje genov. V primeru ko se zgodi mutacija v eni genski
kopiji, ki pozitivno vpliva na fitnes organizma, se skozi evolucijo ta mutacija z neenakim
prekrižanjem genov prenese še na ostale kopije. S tem se ohranja podobnost genskih
kopij. V primeru, ko pride do negativne mutacije, se ta skozi evolucijo odstrani z ostalimi
neokvarjenimi genskimi kopijami. Drugi mehanizem usklajene evolucije je lahko tudi
genska konverzija, za katero pa ni eksperimentalnega dokaza. Primer toksinov, ki so
nastali z usklajeno evolucijo, najdemo pri morskih vetrnicah za toksina Nv1 in Av2. V
vecˇini primerov ima pozitivna selekcija v okolju, ki se spreminja na nastanek novih genov
pozitiven vpliv. Na tak nacˇin je zaradi potrebe po novih toksinih pozitivna selekcija
vplivala na razvoj novih toksinov. Usklajena evolucija preprecˇuje razvoj novih genov.
Glede na obstoj tega mehanizma pa mora imeti tudi prednost ohranjanje genov [52].
Glavna prednost ohranjanja genov z usklajeno evolucijo je povecˇanje genske doze. To so
dokazali s poskusi na kvasovkah, kjer so gene, ki so obcˇutljivi na gensko dozo ohranjali
ali jim dodajali kopije in s tem povecˇali njihovo izražanje in produkcijo tarcˇnega proteina
[24].
Podatkovna baza Pfam [53] obe podskupini genov tudi locˇi. Kot je omenjeno že v
uvodu so aerolizinski geni sestavljeni iz lektinske domene na N-koncu in aerolizinske
na C-koncu. Pri proteinskih zaporedjih na sliki, ki so obarvana modro, podatkovna baza
Pfam prepozna C-konec kot aerolizinsko domeno, proteinska zaporedja ki pa so obarvana
zeleno pa kot domeno ETX/MTX2, ki je bolj podobna bakterijski aerolizinski domeni. Pri
cˇrnih zaporedjih baza Pfam ne prepozna aerolizinske domene. Tako je ena skupina genov,
ki je nastala z duplikacijo v zgornji veji, druga pa v spodnji. Geni obeh vrst piškurjev
so razporejeni v obeh skupinah. Spodnja skupina genov, ki bolj spominja na domeno
ETX/MTX2 je bolje zastopana pri piškurju. V tej skupini se je torej zgodilo vecˇ ponovitev
genov, ki so se ohranile.
25
Nastja Marondini, rezultati in razprava
Slika 4.1: ML filogenetsko drevo aerolizinov pri piškurju. Pri proteinskih zaporedjih na
sliki, ki so obarvana modro, podatkovna baza Pfam prepozna C-konec kot aerolizinsko
domeno, proteinska zaporedja, ki pa so obarvana zeleno pa kot domeno ETX/MTX2.
Merilo predstavlja 0,1 zamenjave aminokisline na mesto. Za referencˇno skupino sem
uporabila aerolizin cebrice.
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Aerolizinska naddružina je v podatkovni bazi Superfamily razdeljena v dve družini.
Prva družina v podatkovni bazi se imenuje "(Pro)aerolysin, pore-forming lobe" in ima
SCOP-oznako 56974. Druga družina se imenuje "ETX/MTX2" in ima SCOP-oznako 111375
[38]. V podatkovni bazi Pfam je aerolizinska naddružina poimenovana " Aerolisin ETX"
naddružina in je razdeljena v tri podskupine. Poleg aerolizinov in ETX/MTX2 vsebuje še
"beta barrel pore-forming domain", torej proteine ki imajo v strukturi ß-sodcˇek in tvorijo
pore. Ko v podatkovni bazi išcˇemo z zaporedjem proteine, jih le ta anotira glede na
znacˇilnosti v strukturi. Družina aerolizinov in ETX/MTX2 spadata v isto naddružino
in imata zato kar nekaj skupnih strukturnih znacˇilnosti. To je verjetno razlog, zakaj
podatkovna baza Pfam aerolizine (slika 4.1) locˇi. Kljub temu, da je podobnost aerolizinov
v dveh glavnih skupinah zelo velika, jih Pfam še vedno lahko locˇi na podlagi mutacije, ki
je te dve skupini razdelila [53].
Slika 4.2 prikazuje filogenetsko drevo aerolizinov pri cebricah (cˇrna barva), dveh
aerolizinskih podskupin pri piškurjih (oranžna barva) in 15 ostalih najbolj sorodnih vrstah
rib (vijolicˇna barva pri pikastem šcˇukcu (Lepisosteus oculatus), zelena barva pri plezalki
(Anabas testudineus), rdecˇa barva pri indijski medaki (Oryzias melastigma) in modra
barva pri japonski medaki (Oryzias latipes). Po pricˇakovanjih so aerolizinska zaporedja
med istimi organizmi bolj podobna med sabo, kot med razlicˇnimi organizmi, prav tako
pa so si aerolizini znotraj iste vrste zelo podobni med sabo. Aerolizini piškurja so najbolj
podobni aerolizinom pikastega šcˇukca. Kljub temu, da so med analiziranimi zaporedji
aerolizini cebrice najbolj oddaljeni od aerolizinov piškurja, je primerjava proteinskih
struktur pokazala zelo veliko podobnost (slika 4.9B), saj je identicˇnost aminokislinskih
ostankov, ki se prekrivajo kar 59,4 %.
Slika 4.2: Filogenetsko drevo aerolizinov pri cebrici (cˇrna), piškurju (oranžna), pikastem
šcˇukcu (vijolicˇna), plezalki (zelena), indijski medaki (rdecˇa) in japonski medaki (modra).
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Slika 4.3 prikazuje razporejenost aerolizinov po genomu morskega piškurja. Oznaka GL in
sledecˇa številka pomenita dolocˇen odsek na genomu. Zelene pušcˇice predstavljajo gen in
njegovo orientiranost (cˇe kažejo v desno je smerno orientiran, cˇe pa levo pa protismerno).
Številke pri pušcˇicah povedo lego na lokusu, iz njih pa lahko tudi izracˇunamo dolžino
gena. Razporejenost aerolizinov na genomskih odsekih je zelo razlicˇna. Nekateri aerolizini
ležijo sami na lokusu, veliko pa jih je v skupinah. Na lokusu z oznako GL476962 leži
kar 9 aerolizinov v približnem razponu 650 kBp. Na lokusu z oznako GL477190 leži 6
aerolizinov, ki so postavljeni zelo skupaj, saj ležijo v razponu 35 kBp. Zelo blizu teh genov
ležijo tudi retrotranspozicijski elementi, podobni penelope (PLE), ki bi lahko imeli pomen
pri duplikaciji aerolizinov.
Analizo aerolizinov morskega piškurja sem naredila tudi z orodjem BLAT v podatkovni
zbirki UCSC. Ugotovila sem, da je zbirka iz leta 2010 enaka zbirki na Ensembl-u.
Najnovejša zbirka UCSC iz leta 2017 pa je drugacˇna, saj ima drugacˇe anotirane gene
(priloga B). Cˇe je v podatkovni zbirki Ensembl na enem odseku genoma najvecˇ 9
aerolizinov, je v najnovejši verziji genoma na UCSC na enem odseku kar 23 aerolizinov,
ostalih 18 aerolizinov pa leži z izjemo treh na preostalih posameznih odsekih. Tudi lega
tandemskih ponovitev genov Nv1 pri morski vetrnici je podobna, saj vecˇina genov leži v
enem ali dveh grucˇah. Geni Nv1 pri morski vetrnici ležijo v isti orientaciji. Aerolizini
pri morskem piškurju na istem odseku iz zbirke UCSC 2017 ležijo isto orientirani v
manjših grucˇah. Obrnjena orientacija genov naj bi okrepila usklajeno evolucijo [52].
Za tandemske duplikacije je znacˇilno, da geni ležijo zelo blizu skupaj. Do tega privede
zaporedje neenakih prekrižanj genov, za katere je vecˇja verjetnost da se zgodijo med geni,
ki ležijo bližje skupaj, kot pa na nekem bolj oddaljenem odseku genoma. Taki geni so si
tudi zelo podobni med sabo, njihova evolucija pa teži k ohranjanju genske funkcije [22].
Vse to velja za aerolizine piškurjev glede na analizo narejeno iz najnovejše podatkovne
zbirke UCSC, kjer vecˇ kot polovica aerolizinov leži na istem odseku, torej so to tandemske
duplikacije.
Ohranjena motiva
Pri analizi aerolizinov pri piškurjih in cebrici sem našla ohranjen motiv dolg kar 16
aminokislinskih ostankov z zaporedjem: SLWGNGAGTRLGAIKF, ki leži pri cebrici od ostanka
78 do 93 in je del lektinske domene. Poleg tega motiva je znacˇilen tudi malo manj, a še
vedno visoko ohranjen motiv v aerolizinskem delu, ki leži od aminokislinskega ostanka
197 do aminokislinskega ostanka 218. Oba motiva sta znacˇilna tudi pri ostalih aerolizinih
in sta med vrstami zelo ohranjena.
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Slika 4.3: Ponazoritev lege aerolizinov v piškurjevem genomu.
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4.1.3 Analiza elementov, podobnih penelope
Elementi, podobni penelope (PLE) so evkariontski retrotranspozicijski elementi, za katere
je znacˇilna GIY-YIG endonukleazna domena. Podobni so reverznim transkriptazam
telomeraz. Odkrili so jih pri mušici Drosophila virilis, kjer so povzrocˇali vidne mutacije pri
disgenezi hibridov, še danes pa so edini mutageni elementi v svojem razredu. Skupaj
z retrotranspozoni bi jih lahko uvrstili v skupino eTPRT (eukaryotic target-primed
reverse transcription), ki so skrajšani na 5-koncu, delajo duplikacije razlicˇnih zaporedij, s
3-koncem pa naj bi sodelovali pri izdelavi ne-avtonomnih derivatov [54]. Blizu genov za
aerolizine so prisotni PLE, ki bi bili lahko odgovorni za duplikacije aerolizinov.
Za analizo PLE s programom Repeatmasker sem izbrala dve regiji. Regija GL476962 ima
kar 9 aerolizinov, med prvim in zadnjim pa je približno 650 kbp, regija GL477190 pa ima
6 aerolizinov, ki v primerjavi z ostalimi regijami ležijo zelo skupaj, saj skupaj s krajnima
aerolizinoma zajema približno 35 kbp. Repeatmasker je našel veliko PLE. Na delu regije
GL476962, od razpona baznih parov 33270 do 980450 je našel 248 PLE. Glede na skupno
dolžino je to kar 9,14 % celotnega obmocˇja. 5,54 % zasedejo SINE-elementi, 14,42 %
LINE-elementi, 13,67 % pa zasedejo LTR-elementi. Krajša regija GL477190, od razpona
112000 bp do 152868 bp ima le 13 PLE, ki obsegajo 16,29 % obmocˇja. Po pregledu lege
PLE glede na lego aerolizinov sem ugotovila, da na tej regiji PLE ne ležijo dovolj blizu
aerolizinom, da bi imeli vlogo pri njihovi duplikaciji. Zato sem v NCBI CDD analizirala
še daljše regije, na katerih ležijo aerolizini, ki sem jih iskala z orodjem BLAST v NCBI
WGS. Vzela sem nukleotidna zaporedja celotnih regij in jih analizirala v NCBI CDD. To
spletno orodje sicer hitreje analizira proteinska zaporedja, ampak sem želela analizo vseh
bralnih okvirjev, ker se PLE lahko nahajajo v drugem bralnem okvirju glede na bralni
okvir aerolizinov. Ko sem našla prvo regijo, na kateri so bili tudi PLE elementi (slika 4.4),
sem zaporedje prevedla v proteinsko s spletnim orodjem EXSPASY Translate. Nato sem
glede na lego v NCBI CDD poiskala proteinsko zaporedje PLE. Kot je razvidno iz slike







Orientacija drugega PLE je protismerna in je v bralnem okvirju -1. Njegovo zaporedje je:
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Ti dve zaporedji sem nato iskala z BLAST-om po piškurjevem genomu v NCBI
WGS, ter primerjala najdene zadetke - torej imena regij z najdenimi pri iskanju aerolizinov.
Našla sem samo še eno skupno regijo - torej odseks na katerem ležijo tako aerolizini kot
PLE, kjer so dovolj skupaj da bi lahko imeli vpliv na duplikacijo aerolizinov (Slika 4.5).
Slika 4.4: Regija z NCBI-oznako AEFG01045519.1., kjer so poleg aerolizina (v zeleni barvi)
v bralnem okvirju 2+ prisotni tudi PLE elementi (v modri barvi) v bralnih okvirjih 2+ in
-1.
Slika 4.5: Regija z NCBI-oznako AEFG01032196.1., kjer so poleg aerolizina (v zeleni barvi)
v bralnem okvirju -1 prisotni tudi PLE (v modri barvi) v bralnih okvirjih -1 in -2.
4.1.4 Homologno modeliranje 3D-strukture aerolizinov
Za analizo sem vzela dve aminokislinski zaporedji, ki sta glede na filogenetsko analizo
locˇeni v dveh vecˇjih skupinah glede na duplikacijo. To sta zaporedji z Ensembl-oznako
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ENSPMAG00000009089 in NCBI-oznako APJL01072550.1. Prvo pripada morskemu
piškurju, drugo pa arkticˇnemu. Homologen model 3D-strukture aerolizina pri piškurjih
je izrisal program I-TASSER.
Najprej je program predvidel sekundarno strukturo in za vsak aminokislinski ostanek
dolocˇil obliko strukture (slika 4.7 in slika 4.8) v kateri se bo nahajal, nato pa na
podlagi že znanih in podobnih struktur v podatkovni bazi PBD dolocˇil stabilnost
aminokislinskih ostankov v strukturi. To prikazuje graf na sliki 4.6. Aminokislinski
ostanki, pri katerih je vrednost B-faktorja negativna, so v strukturi stabilni. Slika
4.7 in slika 4.8 predstavljata sekundarno strukturo aerolizina pri piškurju. Iz
slike 4.7 lahko vidimo, da program na mestih 141 in 142 predlaga strukturo
aminokislinskih ostankov vijacˇnice, medtem ko drugi aerolizin nima predlagane
vijacˇnice. Predlagani sekundarni strukturi aerolizinov sta na ostalih mestih zelo podobni.
Slika 4.6: Normalizirani B faktor glede na aminokislinski ostanek aerolizina pri morskem
piškurju z Ensembl-oznako ENSPMAG00000009089.
Slika 4.9a predstavlja model 3D-strukture aerolizina morskega piškurja z oznako
ENSPMAG00000009089 v podatkovni bazi ENSEMBL, kot jo predlaga program I-TASSER.
C-vrednost predlagane strukture je 1,57, kar pomeni da je topologija predlagane strukture
pravilna. Program je predlagal še 2 strukturi, ki pa sta imeli C-vrednost -5. C-vredost
predlagane strukture aerolizina piškurja z oznako APJL01072550.1 je 1,58, kar je zelo
podobno pri aerolizinu ENSPMAG00000009089. Tudi izrisani strukturi proteinov sta
skoraj identicˇni. Obe imata eno alfa-vijacˇnico v aerolizinski domeni in enako število zelo
podobno strukturiranih beta-struktur. Program v tem primeru izriše terciarno strukturo
glede na strukture, ki jih tvorijo podobna zaporedja v bazi, zato se lahko predvidena
terciarna struktura tudi razlikuje od predvidene sekundarne. Tako je program izrisal
vijacˇnice na drugih mestih, kot jih je predlagal s sekundarno strukturo, alfa-vijacˇnico pa
ima tudi drugi protein, pri kateremu v sekundarni strukturi ni bila predlagana.
Pang in sod. (2019) so pred kratkim dolocˇili kristalno strukturo aerolizina morskega
piškurja. Protein so izolirali iz supranevralnega telesca. Modelna struktura, ki jo je
predlagal program I-TASSER (slika 4.10, desno) in struktura pridobljena iz kristalnih
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Slika 4.7: Sekundarna struktura aerolizina pri piškurju z Ensembl-oznako
ENSPMAG00000009089. Nad aminokislinskim zaporedjem proteina je podana
sekundarna struktura vsakega aminokislinskega ostanka. Oznaka C (ang. coil) oznacˇuje
ostanke, ki ne oblikujejo prave sekundarne strukture, ostanki pod oznako S (ang. strand)
so v ß-zvitju, ostanki pod oznako H (ang. helix) pa v vijacˇnici. Pod aminokislinskim
zaporedjem piškurjevega aerolizina je zaporedje aerolizina cebrice s PDB-oznako 4znoA.
Ostanki razlicˇni od cˇrne barve nakazujejo ujemanje v zaporedjih.
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Slika 4.8: Sekundarna struktura aerolizina pri piškurju z NCBI-oznako APJL01072550.1.
Nad aminokislinskim zaporedjem proteina je podana sekundarna struktura vsakega
aminokislinskega ostanka. Oznaka C (ang. coil) oznacˇuje ostanke, ki ne oblikujejo prave
sekundarne strukture, ostanki pod oznako S (ang. strand) so v ß-zvitju, ostanki pod
oznako H (ang. helix) pa v vijacˇnici. Pod aminokislinskim zaporedjem piškurjevega
aerolizina je zaporedje aerolizina cebrice s PDB-oznako 4znoA. Ostanki razlicˇni od cˇrne
barve nakazujejo ujemanje v zaporedjih.
34
Nastja Marondini, rezultati in razprava
podatkov (slika 4.10, levo) sta si skoraj identicˇni. Z modro obarvan lektinski del je
tri-strana prizma z motivim treh grških kljucˇev. Aerolizinski del je sestavljen iz dveh
segmentov. Notranjost je sestavljena iz amfipaticˇne lasnice, ki pokriva antiparalelni
pet-verižni ß-zavoj. Drugi del je v obliki ß-sendvicˇa. C-konec tvori zanko [34].
Slika 4.9b je rezultat prileganja aerolizina piškurja z oznako ENSPMAG00000009089 z
aerolizinom cebrice Dln1. Program I-TASSER sam prilega najbolj podobne strukture iz
baze podatkov PDB. Prilegana struktura pod oznako 4znoA je najbolj podobna tarcˇnemu
proteinu. Struktura piškurjevega aerolizina je prikazana v nacˇinu traka, aerolizin cebrice
Dln1 (4znoA) pa v nacˇinu skeleta v vijolicˇni barvi. Pokritost prileganja je 100 %, kar
pomeni da se vse strukture piškurjevega aerolizina, ki jih je program lahko poravnal,
prilegajo z aerolizinom cebrice. Od tega je 59,4 % poravnanih aminokislinskih ostankov
identicˇnih (IDENa=0,594). TM-vrednost je 0,996, kar pomeni, da sta si strukturi proteinov
zelo podobni med sabo. RMSD-vrednost je 0,40. Zelo podobne rezultate sem dobila tudi
pri prileganju piškurjevega aerolizina z oznako APJL01072550.1 in Dln1. Pang in sod.
(2019) so iz prileganja struktur aerolizina piškurja in cebrice ugotovili, da se najbolj
razlikujeta v lektinski domeni, kjer je vezavni del pri piškurju ožji in leži globje kot
pri Dln1 [34]. Verjetno se zaradi tega aerolizin cebrice in piškurja lahko razlikujeta po
specificˇnosti in afiniteti vezave na dolocˇene motive celicˇnih membran.
Slika 4.9c kaže, kje bi lahko bila vezavna mesta liganda na protein. Na podlagi znanih
struktur in vezavnih mest za ligande v podatkovni bazi PDB, program predlaga vezavna
mesta za ligande. Z 41 % verjetnostjo (C-vrednost=0,41) predlaga vezavo saharoze na
podlagi vezave na Dln1 pri cebrici. Iz tega lahko sklepamo, da je spodnji del proteina
– modre in zelene zanke lektinska domena, s katero se protein veže na membrane
celic, zgornji pa toksicˇni del proteina – aerolizinski del. Aminokislinski ostanki, ki jih
program predlaga z najvecˇjo verjetnostjo in so narisani tudi na sliki ležijo na mestih
14, 15, 87, 131, 132, 133 in 135. Ohranjeni so tako pri aerolizinu z ENSEMBL oznako
ENSPMAG00000009089, kot pri Dln1. Pri aerolizinu z NCBI-oznako APJL01072550.1
program predlaga ista vezavna mesta s to razliko, da se mesti 131 in 133 na zaporedju
razlikujeta.
Pang in sod. (2019) so v cˇlanku kot kljucˇna vezavna mesta omenili nekaj od zgoraj naštetih
mest in sicer: Gly 15, Arg 87, Ser 132, Asp 133 in Asp 135. Z njimi se preko H-vezi
aerolizin veže na celicˇno membrano. Testirali so vezavo na tumorske celice in ugotovili, da
prepozna N-glikolilnevraminsko kislino N-glikanov. Po vezavi pa pride do spremembe v
konformaciji in vezave C-koncˇne aerolizinske domene na sfingomielinskih lipidnih raftih
[34]. Aerolizin piškurja, ki so ga testirali Wu in sod. (2017) najbolje veže manan, saharozo
in ostale sladkorje pa veže slabše [31]. Po vezavi na celicˇno membrano, konformacijski
spremembi in polimerizaciji aerolizinov se tvorita 2 amfipaticˇni ß-strukturi z znacˇilnostjo
35
Nastja Marondini, rezultati in razprava
ß-lasnice, ki imata hidrofobne in hidrofilne aminokislinske ostanke. Za to so odgovorni
aminokislinski ostanki Ser 212 - Ala 238 [34].
Slika 4.9: Model 3D-strukture piškurjevega aerolizina narejen v programu I-TASSER.
A) 3D-struktura piškurjevega aerolizina z Ensembl-oznako ENSPMAG00000009089. B)
Prileganje Dln1 (4znoA) in piškurjevega aerolizina. C) Umestitev liganda na piškurjev
aerolizin.
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Slika 4.10: Kristalna 3D-struktura piškurjevega aerolizina (levo) [34] in model
3D-strukture piškurjevega aerolizina narejen v programu I-TASSER (desno).
4.1.5 Odsotnost signalnega peptida
Analiza aerolizinskih in aktinoporinskih zaporedij s spletnim orodjem SignalP je pokazala,
da aerolizini in aktinoporini pri piškurjih nimajo signalnega zaporedja za izlocˇanje iz
celic. Glede na dejstvo, da bi bili aerolizini pri piškurjih lahko del imunskega odziva in
obrambe, se aerolizini verjetno izlocˇajo iz celic po nekonvencionalni poti. Razlog za to bi
lahko bil v preprecˇitvi oligomerizacije aerolizinov v celici, saj imajo aerolizini vezavno
mesto za oligosaharide na membrani tarcˇnih celic. V primeru, da bi se aerolizini izlocˇali
po konvencionalni poti, bi lahko prišlo tudi do glikozilacije vezavnih mest in nezmožnosti
vezave na membrane tarcˇnih celic oz. do oligomerizacije in nefunkcionalnosti aerolizinov.
Tudi aktinoporini bi lahko služili za obrambo piškurjev. Prav tako kot aerolizini tudi
aktinoporini oligomerizirajo ob vezavi na celicˇne receptorje, zato bi bila odsotnost
signalnega peptida lahko povezana tudi s tem. Tako se prav verjetno tudi aktinoporini iz
celice izlocˇajo po nekonvencionalni poti.
4.2 Analiza aktinoporinov
V podatkovnih bazah NCBI in Ensembl sem zbrala proteinska zaporedja aktinoporinov
pri morskem in arkticˇnem piškurju. Našla sem 22 aktinoporinov pri morskem piškurju
in 26 aktinoporinov pri arkticˇem piškurju. Za referencˇno skupino sem vzela citolizin
morske vetrnice (Rhizophagus irregularis) (priloga A). Kot že omenjeno v poglavju
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4.1, pri glenavicah nisem našla aktinoporinov. Neanotirana zaporedja aktinoporinov v
podatkovni zbirki Ensembl imajo le oznake lege genov na genomu, zato sem jih poiskala
še v podatkovni zbirki NCBI, kjer sem jim dodala oznake. V podatkovni bazi NCBI EST
sem iskala tkivno in cˇasovno izražanje aktinoporinov pri piškurju. Prav tako kot aerolizini,
se aktinoporini izražajo v jetrih in testisih pri odraslih živalih in v zarodnih celicah v
spermi.
4.2.1 Filogenetska analiza aktinoporinov
Slika 4.11 prikazuje filogenetsko drevo aktinoporinov pri morskem in arkticˇnem piškurju.
Iz slike je razvidno, da so aktinoporini pri piškurju razdeljeni v vecˇ podskupin. Nekateri
so si bolj, nekateri pa manj podobni med sabo. Do tega je prišlo zaradi specificˇne
ekspanzije te genske družine pri tej liniji (LSE), prav tako kakor pri aerolizinih. Nato
pa je prišlo do funkcionalne diverzifikacije [55].
Iz slike 4.12 je razvidno, da so v genomu aktinoporini sestavljeni iz dveh eksonov, med
njima pa leži intron. Glede na to, da je vmes intron, v eni soseski v vecˇini primerov
ležita vecˇ kot dva eksona aktinoporina. Zato so zaradi preglednosti tudi oznacˇeni bolj
preprosto, dostopne kode pa so poleg oznak in zaporedij v prilogi. Prvi del oznake, ki
je številka pred piko, dolocˇa sosesko, ki jo lahko najdemo pod identifikacijsko številko
v NCBI, drugi del za piko pa dolocˇa vrstni red aerolizina v tej soseski. Intron je
tudi delni razlog za razpršenost aerolizinov, saj so razvršcˇeni v skupine tudi glede
na njegovo lego, saj se zaporedja, ki so poravnana z delom pred intronom locˇijo
od zaporedij, ki so poravnana z delom za intronom. Za izris filogenetskega drevesa
aktinoporinov pri piškurju je program izbral drugacˇen model, kot izris filogenetskega
drevesa aerolizinov. To je model JTT+G4, ki ima utežno vrednost w-BIC 85 %.
4.2.2 Homologno modeliranje 3D-strukture aktinoporinov
Homologni model 3D-strukture aktinoporina je izrisal program I-TASSER. Za analizo sem
vzela štiri pripadnike razlicˇnih skupin iz filogenetskega drevesa (slika 4.12). Stabilnost
aminokislinskih ostankov aktinoporina 02.3 P. marinus (NCBI-oznaka AEFG01030669.1)
prikazuje graf na sliki 4.13. Aminokislinski ostanki, pri katerih je vrednost B-faktorja
negativna, so v strukturi stabilni. Slika 4.14 prikazuje sekundarno strukturo dveh razlicˇnih
aktinoporinov. Proteina sta v primerjavi z aerolizini dosti bolj razlicˇna, imata pa še vseeno
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Slika 4.11: ML filogenetsko drevo aktinoporinov pri piškurjih. Merilo predstavlja 0,1
zamenjavo aminokisline na mesto. Za referencˇno skupino sem uporabila citolizin morske
vetrnice (Rhizophagus irregularis).
Slika 4.12: Graficˇni prikaz aktinoporinov pri piškurjih. Rezultat poravnave aktinoporinov
pri piškurjih v zbirki NCBI kaže na to, da imajo aktinoporini v kodirajocˇem delu en intron.
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nekaj delov, kjer se strukturno ujemata.
Slika 4.13: Normalizirani B faktor glede na aminokislinske ostanke aktinoporina
Slika 4.15a prikazuje predlagano strukturo piškurjevega aktinoporina 02.3 P. marinus
(NCBI-oznaka AEFG01030669.1). C-vrednost je -1,57, kar ni dober rezultat, je pa najvišji
med ostalima dvema predlaganima strukturama. Vsebuje eno alfa-zvitje in beta-strukture,
dolocˇeni krajši deli proteina niso strukturirani. Ugotovila sem, da imajo vsi testirani
pripadniki aktinoporinov skupne strukturne znacˇilnosti in sicer dva sklopa ß-zvitij, ki
se locˇita z nestrukturiranim delom verige in eno alfa-vijacˇnico. Slika 4.15b prikazuje
prileganje piškurjevega aktinoporina z najbolj podobno strukturo iz podatkovne baze
PDB. Najbolj je podoben aktinoporinu morske vetrnice ekvinatoksinu II s PDB-oznako
1iazA. TM-vrednost je 0,742. Prileganje strukture aktinoporina piškurja z aktinoporinom
morske vetrnice je 88,2 %, od tega je identicˇnost aminokislinskih ostankov 15 %.
RMSD-vrednost poravnave je 2,19. Program poravna dva od prileganih aktinoporinov z
aktinoporinom morske vetrnice 1iazA in ostala dva s citolizinom stiholizin II, bakterije
Stichodactyla helianthus s PDB-oznako 1O72. Slika 4.15c prikazuje verjetna vezavna
mesta liganda 1,2-diheksanoil-sn-glicero-3-fosfoholin(HGX) na protein. Vezavna mesta, s
katerimi naj bi se aktinoporin vezal na ligand so na mestih 4, 32, 33, 34, 55, 57, 58, 62, 63,
85, 89 in 90. Vezavna mesta je program dolocˇil na podlagi vezave liganda na citotoksin
α-PFT fragacea toksina morske vetrnice Actinia fragacea.
Kot že omenjeno v uvodu, je aktinoporinom skupen motiv P-[WYF]-D, ki je odgovoren za
vezavo na sfingomielin. Glede na poravnavo aerolizinov piškurja z aerolizinom morske
vetrnice so to mesta 58, 59 in 60. Toksin morske vetrnice liazA ima motiv PYD. Aerolizini
piškurja imajo ohranjeno prvo mesto vezave, in sicer prolin. Vecˇ zaporedij ima ohranjeno
tudi drugo mesto vezave (slika 4.14B), nekateri pa imajo tudi nove variante (N/H; slika
4.14A). Na tretjem mestu pa je mutacija D v vecˇ razlicˇnih aminokislinskih ostankih. Vpliv
teh sprememb na vezavo sfingomielina je neznan. Tudi cebrice imajo aktinoporin, njegova
vloga in mehanizem delovanja pa nista znana, saj ne tvori por. Znano je, da se veže na
membrane, a ne na sfingomielin [4]. Biološka vloga aktinoporinov piškurja ni znana.
Verjetno sodelujejo pri obrambi, saj je pri njih prišlo do funkcionalne diverzifikacije in so
prisotni v vecˇ kopijah. Prav tako iz danih rezultatov ne morem sklepati, ali aktinoporini
pri piškurjih tvorijo pore.
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Slika 4.14: Sekundarna struktura aktinoporina A)02.3 P. marinus (NCBI-oznaka
AEFG01030669.1)B)Lethenteron camtschaticum (NCBI-oznaka APJL01063097.1). Nad
aminokislinskim zaporedjem proteina je podana sekundarna struktura vsakega
aminokislinskega ostanka. Oznaka C (ang. coil) oznacˇuje ostanke, ki ne oblikujejo
prave sekundarne strukture, ostanki pod oznako S (ang. strand) so v ß-zvitju, ostanki
pod oznako H (ang. helix) pa veriga. Pod aminokislinskim zaporedjem piškurjevega
aktinoporina je zaporedje ekvinatoksina morske vetrnice s PDB-oznako 1kd6A. Ostanki
razlicˇni od cˇrne barve nakazujejo ujemanje v zaporedjih.
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Slika 4.15: Model 3D-strukture piškurjevega aktinopotina narejen s programom I-TASSER.
A) 3D-struktura piškurjevega aktinoporina 02.3 P. marinus. B) Prilegnje piškurjevega




Na aerolizine in aktinoporine pri obloustkah so delovali razlicˇni evolucijski mehanizmi.
Pri obloustkah je prišlo do vecˇjih duplikacij aerolizinov in aktinoporinov samo pri
piškurjih. Njihova vloga je verjetno obramba pred napadalci in patogeni. Glenavice
nimajo aerolizinov in aktinoporinov. Namesto tega izlocˇajo za obrambo sluz, ki je
sestavljena iz mukusa in proteinskih vlaken, ki se ob stiku z vodo razširijo [33]. Povecˇane
duplikacije kakšnih drugih proteinskih toksinov, ki bi bile pri vretencˇarjih specificˇne
samo za piškurje, nisem našla. Novi podatki, ki sem jih pridobila iz trenutno dostopnih
najstarejših vretencˇarskih genomov so pomembni za pojasnitev nastanka, raznolikosti,
evolucije in mehanizmov, ki so bili odgovorni za veliko povecˇanje števila genov za
aerolizine in aktinoporine pri najstarejši skupini vretencˇarjev.
5.1 Aerolizini
V podatkovnih bazah podatkov sem našla 36 aminokislinskih zaporedij aerolizinov pri
morskem piškurju in 29 aminokislinskih zaporedij aerolizinov pri arkticˇnem piškurju. S
filogenetsko analizo sem ugotovila, da so si aerolizini pri piškurjih zelo podobni med
sabo, delijo pa se v dve skupini. Aerolizini so med vretencˇarji prisotni tudi pri ribah
kostnicah, a ne v takem številu kot pri piškurjih. Strukturno je aerolizin piškurja zelo
podoben aerolizinu cebrice Dln1.
Razlog za duplikacijo bi lahko bil v prisotnosti retroelementov PLE, saj so si aerolizini zelo
podobni med sabo. Do povecˇanja števila genov za aerolizine pa ni prišlo z rekombinacijo
med elementi PLE, saj ti v vecˇini ne ležijo v bližini aerolizinov. Aerolizini so si zelo
podobni med sabo, ker je prišlo do njihovega podvojevanja z usklajeno evolucijo. Poleg
tega je vecˇina aerolizinov na genomu locirana zelo blizu skupaj. Glavni mehanizem
usklajene evolucije je neenako prekrižanje genov. Geni so si tako podobni med sabo
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zato, ker se v primeru pozitivne mutacije mutirana genska kopija prenese na vse ostale
genske kopije, v primeru negativne pa tak gen propade. Prednost povecˇanega števila
aerolizinskih genov je verjetno posledicˇno mocˇnejše izražanje tega toksina, ki piškurju
koristi v imunski obrambi, tako da se specificˇno veže na membrane in tvori pore.
5.2 Aktinoporini
V podatkovnih bazah podatkov sem našla 22 aktinoporinskih genov pri morskem
piškurju in 26 aktinoporinskih genov pri arkticˇnem piškurju. Ugotovila sem, da v
kodirajocˇi regiji aktinoporinov pri piškurjih leži intron. Aktinoporini so med sabo bolj
razlicˇni kot aerolizini. Razlog za povecˇanje genov pri aerolizinih in aktinoporinih je
ekspanzija genov pri dolocˇeni liniji. Pri aktinoporinih je nato prišlo do funkcionalne
diverzifikacije, saj so si zaporedja razlicˇna med sabo. Prav tako kot pri aerolizinih je tudi
pri aktinoporinih posledica povecˇanja števila genov mocˇnejše izražanje toksina, ki pa se
zaradi razlicˇnosti kopij verjetno lahko veže na razlicˇne biološke tarcˇe. Kakšna je njihova
vloga pri obrambi, cˇe jo imajo, ni znano. Prav tako se ne ve, ali lahko tvorijo pore.
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A Priloga A
Priloga A: Seznam genov uporabljenih pri filogenetskih analizah.
Aerolizini:



























































































































































































































































































































































































































































































- Citolizin morske vetrnice, številka zaporedja: PKY53474.1




- Fosfolipaza nartnicˇarja, številka zaporedja: XP 021566153.1
>cytosolic phospholipase A2 gamma [Carlito syrichta]
EDVVEDIEGSQTVAIEITNNTDMTFRNPLLYCQSSHAPVAPPSELLPGSTISCSFMKACSGFQGSLGLLV
YQGPDVHLALLFSTPFSHALHGIEFALAI
- Aktinoporini morskega piškurja:
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Priloga A. Seznam proteinskih zaporedij uporabljenih pri filogenetskih analizah






Številka zaporedja: AEFG01016614.1, lega: 14580 to 14726
>01.2Pmarinus
GTQMAGTGTKPPLECKGVDVEAVIAGTPTSCKVAVEISNFSGRTLHAPV






Številka zaporedja: PIZI01000071.1, lega: 1526240 - 1526386
>02.2Pmarinus
GTQMAGTGTKPPLECKGVDVEAVIAGTPTSCKVAVEISNFSGRTLHAPV















Priloga A. Seznam proteinskih zaporedij uporabljenih pri filogenetskih analizah
LCLMFNNPNSAIYKRELAISVQDWVPQNTPAQLYEEMMNRNLKNEGATFCRSVALASDVS
VKCPSAMLSVNAKMINDSESIVWLNVMDQSAQAVQMQLNINANF




















Številka zaporedja: AEFG01070847.1, 129 to 287
>04.3Pmarinus
ETQGHSHVQMAHTRPVTDLVVYKGKTVEAILAGMSTSIKVAIEISNKSKYTLH
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Številka zaporedja: AEFG01041886.1, lega: 5190 to 5294
>05.3Pmarinus
EYKGKTVEAILAGMPTSVAVAIEITNLSTYTLEHP












Številka zaporedja: AEFG01069961.1, lega: 2100 - 2510, PIZI01000008.1, lega: 10754452 -










Številka zaporedja: AEFG01043365.1, lega: 10522 - 10908
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- Aktinoporini arkticˇnega piškurja:






Številka zaporedja: APJL01093338.1, 756 - 893
>01.2Lethenteron camtschaticum
GTQMAETGTLECKGVDVEAVIAGTPTSCKVAVEISNFSGRMLYAPV





Številka zaporedja: APJL01064748.1, lega: 4819 - 4956
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Priloga A. Seznam proteinskih zaporedij uporabljenih pri filogenetskih analizah
>02.2Lethenteron camtschaticum
GTQMAGTGTLECKGVDVEAVIAGTPTSCKVAVEISNFSSRMLHAPV




















Številka zaporedja: APJL01063097.1, lega: 3124 - 3243
>06.2Lethenteron camtschaticum
RPGTELVVYKGKTVEAILAGMSTNIKVAIEISNKSKYTLH
Številka zaporedja: APJL01094089.1, lega: 268 - 414
>07.1Lethenteron camtschaticum
GTQMAGTGTKPPLESKGVDVEAVIAGTPTSCKVAVEISNFSGRTLHAPV
Številka zaporedja: APJL01093916.1, lega: 1100 - 1246
>08.1Lethenteron camtschaticum
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GTQMAGTGTKPPLESKGVDVEAVIAGTPTSCKVAVEISNFSGRTLHAPV










Številka zaporedja: APJL01072243.1, lega: 8269 - 8373
>09.3Lethenteron camtschaticum
EYKGKTVEAILAGMPTSVAVAIEITNLSTYTLEHP
Številka zaporedja: APJL01072243.1, lega: 20620 - 20718
>09.4Lethenteron camtschaticum
EYKGKTVEAILAGMPTSVAVAIEITNLSTYTLEHP














Priloga A. Seznam proteinskih zaporedij uporabljenih pri filogenetskih analizah
FSDVLFYRSLAMMLDKDTSASAYLLSRLDDCSDKIFCSSGDTSLTVNDTDLEVEANMINE
RECIIRFVIREAKVSNIQV































Priloga A. Seznam proteinskih zaporedij uporabljenih pri filogenetskih analizah
Številka zaporedja: APJL01072255.1, lega: 1916 - 2053
>19.1Lethenteron camtschaticum
YLDYGVAEYPPHQQINPGETRACGFRKHRCGMCRCYGFLCYSIQNQ






Priloga B. Lega aerolizinov po genomu morskega piškurja iz zbirke UCSC (2017)
Slika B.1: Lega aerolizinov v genomu morskega piškurja iz zbirke UCSC (2017). V rdecˇem
okvirju so oznacˇeni geni, ki ležijo skupaj, na istem odseku.
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